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Seznam zkratek

ACR American College of Rheumatology
ANA antinuklearni protilatky
Anti-clq protilatky proti slozce komplementu c1q

Anti-dsDNA protilatky proti dvojvlaknové DNA (double stranded)
Anti-mCRP  protilatky proti monomeru C-reaktivniho proteinu
anti-RNP protilatky proti ribonukleovému proteinu

Anti-Sm protilatky proti hladkym svaliim (smooth muscule)
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CH doména konstantni ¢ast H fetézce
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CRP C-reaktivni protein
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Fey receptor pro Fc fragment imunoglobulinu G
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ESRD terminalni renalni selhani (end stage renal disease)
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GFR glomerularni filtrace

GMB glomerularni bazalni membrana

IF imunofluorescence

IFN interferon
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IL interleukin
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LN lupusova nefritida



MASP mandzu vazici lektin asociované serinové proteazy

MBL mandézu vazici lektin (mannose binding lectin)
MCP-1 monocytarni chemotakticky protein 1 (monocyte chemotactic protein 1)
MCRP monomer C-reaktivniho proteinu
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SAA sérovy amyloid A

SLE systémovy lupus erytematodes
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Abstrakt
Klicova slova: anti-mCRP protilatky, cyklofosfamid, cyklosporin A, lupusova nefritida,

systémovy lupus erythematodes

Systémovy lupus erytematodes (SLE) je systémové autoimunitni onemocnéni, v jehoz
patogenezi je klicova produkce autoprotilatek proti vlastnim jadernym a cytoplazmatickym
antigeniim a tvorba imunokomplext. Protilatky proti monomeru C-reaktivniho proteinu (anti-
mCRP) mohou hrat roli v patogenezi lupusové nefritidy (LN). Cilem této prace bylo najit
souvislost mezi hladinami anti-mCRP a aktivitou LN a odpovédi na 1é¢bu.

Metody: Anti-mCRP protilatky byly stanoveny u 57 pacient s biopticky prokazanou LN
(M/Z 10/47, median véku 32), 29 pacienti bylo vysetieno v dobé diagndzy a déle sledovano
po median 5,9 let. Anti-mCRP byly stanovovany in house ELISA metodou, aktivita
onemocnéni byla hodnocena skorem SLEDAL

Vysledky: Hladiny anti-mCRP byly vy$$i u pacientt s aktivitou LN (26,78 vs 7,5 AU;
p=0,009), korelovaly s celkovou aktivitou onemocnéni SLE (rs=0,406, p=0,002). Zjisténa
byla souvislost téchto protilatek s horsi odpovédi po dvou letech terapie, OR (95% CI)=13,7
(1,22-770,87); p=0,014.

Zavér: Pritomnost sérovych anti-mCRP by mohla byt uziteénym markrem aktivity

onemocnéni a prediktorem dlouhodobé odpovédi na standardni 1écbu.

V druhé casti prace byla porovnavéana standardni 1écba proliferativni LN cyklofosfamidem
(CFA) s terapii cyklosporinem A (CyA).

Metody: Randomizovano bylo 40 pacientii (M/Z 11/29, pramérny vék 29 let) s proliferativni
LN k 1é¢ebnému rezimu na bazi CFA ¢i CyA. Primarnim cilem bylo dosazeni rendlni remise
na konci indukéni a udrZovaci faze.

Vysledky: V klinické studii srovnavajici efekt terapie CFA a CyA nebyl statisticky vyznamny
rozdil mezi skupinami v dosazeni remise, ¢i odpovédi na 1é¢bu na konci indukéni i udrzovaci
faze, ani v dobé preziti bez relapsu. Lécba CyA vedla k ptechodnému vzestupu krevniho tlaku
a reverzibilnimu poklesu glomerulérni filtrace.

Zavér: CyA meél podobnou Ucinnost jako cyklofosfamid v sekvencni induk¢ni a udrzovaci

1écbe.



Abstract
Key words: anti-mCRP antibodies, cyclophosphamide, cyclosporine A, lupus nephritis,
systemic lupus erythematosus

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a systemic autoimmune disease. Circulating
autoantibodies against the body’s own nuclear and cytoplasmic structures and creation of
immune complexes play a key role in the pathogenesis of SLE. Antibodies against monomeric
C-reactive protein (anti-mCRP) might play role in pathogenesis of lupus nephritis (LN). The
aim of this study was to find relation between anti-mCRP and activity of LN and response to
therapy.

Methods: The study was performed on 57 patients (M/F 0.21, median age 32 years) with LN.
In a subanalysis, we focused on 29 patients with newly diagnosed active LN and we followed
them up for a median of 5.9 years. Levels of anti-CRP were measured by in house ELISA.

Disease activity was measured by SLEDALI.

Results: Levels of anti-mCRP were significantly higher in patients with active lupus nephritis
(26.78 versus 7.5 AU, p=0.009) and levels of anti-mCRP positively correlated with the
activity of SLE as assessed by the SLEDAI score (Spearman’s r=0.406, p= 0.002). We found
negative prediction of anti-mCRP for worse outcome after two years of standard therapy, OR
(95% C1)=13.7 (1.22-770.87); p=0.014.

Conclusion: Serum levels of anti-mCRP seem to be a useful laboratory marker of LN/SLE

activity and a predictor of worse outcome after standard treatment.

In the second part, we compared treatment with cyclophosphamide (CYC) to Cyclosporine A
(CyA) in proliferative LN.

Methods: Forty patients (M/F 0,38, mean age 29 years) with clinically active proliferative LN
were randomly assigned to one of two sequential induction and maintenance treatment
regimens based either on CYC or CyA. The primary outcomes were complete renal remission

or response at the end of induction phase maintenance phase.

Results: In this clinical study comparing two sequential therapies there was no difference
between the groups in reaching remission or response to therapy. CyA was associated with a

reversible increase in blood pressure and decrease in glomerular filtration rate.

Conclusion: CyA was as effective as CYC in the induction and maintenance treatment in

patients with proliferative lupus nephritis.
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1. Uvod

Systémovy lupus erythemotodes (SLE) je systémové autoimunitni onemocnéni, které muze
postihnout prakticky jakykoliv organ ¢i systém, Casto jsou to klouby, kiize, ledviny, ser6zni
blany, krevni systém a mozek [1-3].

SLE je nejéastéji diagnostikovan mezi 20.- 40. rokem Zivota. Zeny jsou postiZeny asi 10x
Castéji nez muzi, tento fakt je davan do souvislosti zvySenou expozici estrogenim [4].
Prevalence onemocnéni je od 15 do 51 piipadi na 100 tisic obyvatel [5, 6]. Vyssi incidence
onemocnéni byla pozorovana u afrokaribského etnika, dale pak u asiati a nejméné Casto
byvaji postizeni kavkazané [7].

Zakladnim patogenetickym mechanizmem ptisobicim u SLE je produkce autoprotilatek proti
vlastnim jadernym a cytoplazmatickym antigentim a tvorba imunokomplexi [8, 9]. Nicméné
primarni pficina této dysregulace neni dosud znama, v posledni dob¢ nékolik studii poukazuje
na spojitost s defektnim odstrannovanim apoptotickych bun¢k [10, 11].

Na vzniku onemocnéni se mohou podilet genetické faktory, které jsou spojovany se zvySenym
vyskytem SLE v ur¢itych rodinach [12]. U jednovajecnych dvojcat byla pozorovana 25%
pravdépodobnost postizeni i druhého dvojéete [13].

Onemocnéni SLE je pozorovano cCastéji u pacientll s vrozenymi imunodeficiencemi, zejména
onemocnéni spojenych s nedostatkem urc¢itych komponent komplementu (napi. deficience
Clq esterdazy a C2 deficience), které nasledn€¢ zptisobuji hromadéni imunokomplexi
v dtsledku neschopnosti organismu je odstranit [14-16]. SLE se v dusledku téchto vrozenych
deficienci projevuje v ¢asn&jsim veéku [16].

Recentné byla publikovana nové (modifikovana) kriteria pro stanoveni diagnézy SLE,
pfipravena skupinou SLICC (Systemic Lupus International Collaborating Clinics), uvedena
jsou v tabulce €.1. Toto onemocnéni miize byt diagnostikovano u osob spliiujicich minimalné
4 kritéria (z toho alesponl jedno imunologické a jedno klinické) ¢i biopticky potvrzenou

lupusovou nefritidu (LN) a jedno imunologické kriterium [17].
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Klinicka Kritéria

1. Akutni kozni lupus exantém na tvafich (nepocita se, pokud je zaroven diskoidni lupus na
tvafich), bulézni lupus, lupusovd toxicka epidermalni nekrolyza,
lupusovy makulopapulozni exantém, fotosenzitivita nebo subakutni

kozni lupus

2. Chronicky kozni lupus Diskoidni lupus (lokalni ¢i generalizovana forma), hypertroficky
(verukozni) lupus, mukoézni lupus, lupusova panikulitida, diskoidni

lupus/ lichen planus overlap

3. Oralni ¢i nasalni ulcerace Pfi absenci jinych pficin
4. Nejizvici se alopecie Pfi absenci jinych pticin
5. Synovitida Postihujici 2 a vice kloubi (otok a vypotek) nebo bolestivost 2 a vice

kloubti spojena s ranni ztuhlosti

6. Serozitida
7. Renalni Proteinurie vice nez 0,5 g/den nebo hematurie
8. Neurologické Kiece, psychdza, mononeuritis multiplex, myelitis, periferni C¢i

kranialni neuropatie, akutni zmatenost

9. Hemolyticka anemie

10. Leukopenie <4000/mm3 nebo lymfopenie <1000/m3
11.Trombocytopenie <100000/mm3

Imunologicka kritéria

1. ANA Pozitivita
2. Anti-dsDNA protilatky Pozitivita
3. Anti-Sm prottilatky Pozitivita
4. Antifosfolipidové protilatky pozitivni lupus antikoagulans nebo

fale$né positivni rychla reaginova reakce nebo
zvySeny titr antikardiolipinovych protilatek (IgA, IgG nebo IgM) nebo
pozitivni test na anti-p2-glykoprotein | (IgA, 1gM nebo 1gG)

5. Hypokomplementemie C3, C4, CH50
6. Pozitivita pfimého | V nepiitomnosti hemolytické anemie
Coombsova testu

Tab.1: Klinicka a imunologicka kriteria pouzitd ve SLICC klasifikaci z roku 2012, pfevzato z
[17].

ANA, antinukledrni protilatky, SLICC, Systemic Lupus International Collaborating Clinics.
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1.1 Postizeni ledvin u SLE

Renalni postizeni je pozorovano u 25-65% pacienti se SLE [18]. Pfitomnost LN je jednim
mortalitou [19]. Klinicky obraz onemocnéni mize byt velmi rozmanity, ma tendence ke
sttidani obdobi remise a relapst, pricemz se pribéh u jednotlivych pacientti velmi Casto 1isi
[20].

Minimalni ¢i dokonce negativni mocové nalezy nevylucuji pfitomnost LN. Aktivni LN se
mize manifestovat proteinurii, aktivnim moc¢ovym sedimentem i akutnim renalnim selhanim
[21]. V¢asna diagnostika a 1é¢ba lupusové nefritidy je dilezita, nebot’ ¢asna odpoveéd’ na 1é¢bu
je spojena s lepsi prognézou [22].

Klasifikace LN prosla v prubéhu let nékolika upravami. Pavodni klasifikace z roku 1975
zastittna WHO (World Health Organisation) [23], revidovana v r. 1982 [24], byla novéji
nahrazena klasifikaci z roku 2003, ktera vznikla konsensem mezi mezinarodni nefrologickou
spole¢nosti ISN (International Society of Nephrology) a renalni patologickou spole¢nosti RPS
Soucasna klasifikace zohlediiuje fokalni postizeni (postizeno <50 % vSech glomeruld) a
difuzni (postizeno >50 % vsech glomerultl), dale pak posuzuje postizeni segmentalni (<50 %
jednotlivého glomerulu) a globalni (postizeno >50 % jednotlivého glomerulu) a v neposledni

fad¢ pak rozliSuje zmény aktivni a chronické.

Ttida I Imunodepozita v mezangiu bez hypercelularity
Ttrida II Mezangialni hypercelularita s imunodepozity
Ttida III Fokalni glomerulonefritida

A, aktivni léze

B, aktivni a chronické 1éze

C, chronické 1éze

Ttida IV Difuzni glomerulonefritida
IV-S segmentélni 1éze (A, B, C)
IV-G globalni 1éze (A, B, C)

Tiida V Membrano6zni lupusova nefritida

Ttida VI Pokrocila sklerotizujici 1éze (>90 % glomeruli zaniklych)
Tab.2: Klasifikace dle ISN/RPS z r. 2003, ptevzato z [25].
ISN, International Society of Nephrology; RPS, Renal Pathology Society.
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1.1.1. Histologické nalezy u proliferativnich forem lupusové nefritidy
Biopticky vzorek je posuzovan specialistou na nefropatologii imunofluorescencné, svételnou
mikroskopii a pfipadné elektronovou mikroskopii. Za dostatecné reprezentativni vzorek se

povazuje takovy, ktery obsahuje minimalné 10 glomerult.

1.1.1.1. Imunofluorescence

U LN se v mezangiu a kapilarnich sténach difuzné ukladaji depozita imunoglobulind (IgG,
IgA, IgM) a slozky komplementu (C3, Clq, C4 a C5b-9), tato kolokalizace byva nazyvana

,»full house“ [26]. Viz obrazek ¢. 1. Protilatky jsou oznaCeny a detekovany specialnim

mikroskopem uréenym pro fluorescenci.

4

| . " b -’.-. < 2 i‘l . Y
Obr. 1: Imunofluorescence, pievzato z archivu doc. MUDr. E. Honsové, Ph.D., IKEM, Praha

1.1.1.2. Svételna mikroskopie

Pro svételnou mikroskopii je material barven hematoxylinem-eosinem, methemin-stiibrem,
trichromem, PAS (periodic acid Shiff) a anilin-fuchsin-orange G. Posledné¢ zminované
barveni u pacienta s LN je zobrazeno na orazku ¢. 2. V histologickych obrazech glomerulti

pacienti s LN, muizeme vidét difuzni endokapildrni proliferaci, globalni glomerularni

14



hypercelularitu, epitelidlni proliferaci, obraz draténych klicek, glomerularni nekrézu
(karyorhexe-ptitomnost apoptotickych, pyknotickych a fragmentovanych jader, fibrinoidni

nekrozy-fragmentace jader ¢i ruptura glomeruldrni bazalni membrany, hyalinni tromby-

imunodepozita v kapilarach) [21, 27].

Obr. 2: metoda-barveni: Anilin-Fuchsin-Orange G, objektiv 40x, pfevzato z archivu doc.
MUDr. E. Honsové, Ph.D., IKEM, Praha

1.1.1.3. Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie umoziuje zobrazit tkan s vysokym rozliSenim. Elektrondenzni
depozita koresponduji s nilezem depozit imunoglobulinli (imunofluorescence) a nélezem
»draténych kli¢ek* a hyalinnich trombl (svételnd mikroskopie). Elektrondenzni depozita

mohou byt spatfena v mesangiu a na obou stranach bazalni membrany [27, 28].
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1.2 Vybrané protilatky u lupusové nefritidy

Autoprotilatky hraji jednu z ustfednich roli v patogenezi SLE a LN. N¢které jsou asociovany
s aktivitou onemocnéni [29]. VétSina téchto protilatek je namifena proti bunéénému jadru. To,
ze se protilatky podili na patogenezi LN, je nékdy obtizné prokazat, je k tomu nutné
zastihnout jak protilatku, tak antigen v postizené tkani, a idedln¢ je porovnat s absenci tohoto
nalezu u onemocnéni v remisi.

Po mnoho let se patralo po tom, pro¢ se tvofi protilatky proti vlastnim nuklearnim a
cytoplazmatickym strukturdm, které jsou ukryty v buinice. Podle jedné zteorii dochdzi na
povrchu bunék prochazejicich apoptézou k akumulaci autoantigenti, proti kterym jsou Casto
namifeny protilatky u pacienti se SLE [30]. U pacientd se SLE je odstrafiovani tohoto
apoptotického materialu zbrzdéno [31], protrahovana expozice téchto autoantigenti mize vést

k ztraté periferni tolerance.

1.2.1. Protilatky proti dvojSroubovici DNA (anti-dsDNA)

1.2.1.1. Patogeneze

V soucasné dobé& bylo publikovano nejvice experimentalnich dat o protilatkach proti dsDNA.

Zakladnim patogenetickym mechanizmem, jakym dochéazi k poskozeni ledvin, je ztrata
tolerance B-lymfocytt, produkce autoprotilatek a vznik imunokomplext, ukladajicich se do
glomerulti [9]. U pacientd se SLE, resp. LN, je pii dysregulaci apoptozy nedostatecné
odklizen bunéény odpad, dochazi k obnazeni chromatinu, coz vede k indukci tvorby
autoprotilatek, zejména proti jednovldknové DNA (anti-ssDNA) a dvouvlaknové DNA (anti-
dsDNA), antinukleosomi [32, 33], dale pak protilatky proti hladkym svalim (anti-Sm),
ribonukleovému proteinu (anti-RNP), anti-histontl, slozce komplementu C1q (anti-C1q) a
dalsich [34]. Uvolnéné nukleosomy mohou v cirkulaci aktivovat dendritické bunky, jez za
pomoci mediatort aktivuji CD4+ T lymfocyty [35]. T-lymocyty jsou uvolnény do cirkulace a
nasledné pomahaji B-lymfocytim diferencovat se v buiky produkujici anti-dsSDNA
protilatky. Anti-dsDNA protilatky interaguji s fragmenty chromatinu v mezangialni matrix
[36]. Mezangialni bunky exprimuji Fcy receptory, diky ¢emuz mohou vazat komplexy
chromatin-IgG. Dochazi k produkci mezangialni matrix. Zde pak imunokomplexy aktivuji

komplement, rozviji se mirngj$i formy LN. V druhém kroku dojde k zablokovani genu pro

wevr
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38]. Presmykem z IgM na IgG (IgGl a 1gG3) formu anti-dsDNA, se zvySuje patogenita
protilatek [33].

Jednim z moznych mechanizmti rozvoje LN je tvorba imunokomplexi anti-dSDNA
s DNA/nukleosomy, které byly uvolnény z apoptotickych bunck, nasledné pak tvoii depozita
Vv glomerulech a iniciuji zanétlivou kaskadu s naslednym poskozenim tkané ledviny [39]. Viz
obrazek ¢. 3. Proti této teorii svéd¢i minimalni zachyt téchto imunokomplext v cirkulaci [40].
U modelu mysi bez autoimunity pfi podévani preformovanych imunokomplext nemély tyto
komplexy zadnou afinitu ke glomerularni bazalni membranég [41], dokonce u SLE mysi doslo
k poklesu vlastni tvorby téchto protilatek, snizeni aktivity nefritidy a prodlouZeni pteziti [42].
Podle jiné teorie anti-dsDNA protilatky reaguji s DNA/nukleosomy ukotvenymi
Vv glomerularni bazalni membrané [43]. Tento mechanisumus je rovnéz zachycen na obrazku
¢. 3.

Posledni z teorii poukazuje na zktizenou reaktivitu mezi renalnimi antigeny (napft. laminin,
heparan sulfat, alfa-aktinin) a anti-dsDNA protilatek. Mnozstvi imunokomplext koreluje se
zavaznosti LN. Dochazi k ukladani predevsim IgG, ale i IgA a IgM depozit, dale pak C3, C4 a
Clq slozek komplementu [44]. Aktivace zanétlivé kaskady je dosazeno pomoci Fcy receptorti
v makrofazich, dendritickych buiikach, neutrofilech, mezangialnich buikach a bunkach ledvin
[45]. Zaroven se na ni podili i reaktivita s nefritogenimi proteiny exprimovanymi v renalnich
parenchymovych buiikach, proximalnich tubuldrnich bunkdch a mezangialnich buiikach
S naslednym uvolnénim prozanétlivych cytokint (IL-6, IL-1), tumor nekrotizujiciho faktoru
alfa (TNF), monocytarni chemotakticky protein 1 (MCP-1) [46]. UloZené imunokomplexy
nemohou byt fagocytovany mezangialnimi bunkami a jsou deponovany v subendoteliu. To za
pomoci prozanétlivych cytokind a komplementu vede k migraci a infiltraci monocyti a
polymorfonuklealnich bunék a naslednému poskozeni tkané [47].

Zajimavé je, Ze ne vSichni pacienti s pfitomnosti anti-dsDNA protilatek vyvinou klinicky

obraz renalniho postizeni, coz poukazuje na nutnost Gcasti dalsich ptidatnych faktori [48].
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Obr. 3: Schéma indukce lupusové nefritidy anti-dsDNA protildtkami.
Pievzato z [49]

1.2.1.2. Klinické asociace

Tyto protilatky byly poprvé popsany jiz v roce 1957 [50], o par let pozdéji bylo prokazano u
pacientti se SLE, ze anti-dsDNA protilatky kolisaji v zavislosti na aktivit¢ onemocnéni a
stoupaji pied exacerbaci onemocnéni [51] a byla potvrzena vyssi prevalence protilatek u
pacienti s aktivni LN [52]. Prevalence téchto protilatek ve velké studii s 1000 pacienty byla
78% [2]. V né&kterych studiich korelovaly anti-dSDNA s progresi do renalniho selhani [53, 54]
a snizenym piezitim [55, 56]. Dokonce bylo prokazano, ze pfitomnost téchto protilatek
pfedchazi diagnézu tohoto onemocnéni az o nékolik let [57]. Zatim neni jasné, zda vyssi
hodnoty anti-dsDNA provazeji cely relaps onemocnéni, ¢i stoupaji pied aktivaci a poté tésné
pred rozvinutim klinického obrazu flare/relapsu dojde k poklesu hladin, z divodu konsumpce
protilatek v poSkozenych tkanich [58]. Jinou moznosti by mohlo byt i to, ze pfi zvySené
proteinurii, pfi né€kterych relapsech, jsou tyto protilatky vylu¢ovany v moci pacientd [59].
Hladiny téchto protilatek je moZno terapeuticky ovlivnit, pfi zvySeni imunosuprese doslo
k poklesu hladin anti-dsDNA a snizenému mnozstvi flare/relapst, ale za cenu nezadoucich
ucinkt kortikosteroidi [60]. V klinické studii pfi 1é¢bé anti-CD 20 protilatkou-rituximabem
(RTX) doslo k poklesu jak klinické aktivity onemocnéni, tak hladin anti-dSDNA [61].
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1.2.1.3. Techniky stanoveni anti-dsDNA protilatek

1.2.1.3.1. Farrova radioimunoanalyza (RIA)
Principem této metody je provedeni separace vazané a volné DNA pomoci precipitace
imunoglobulini  siranem amonnym. Navazand radioaktivni DNA  precipituje
s imunoglobuliny, zatimco volnd DNA zistdva v supernatantu. Volnda DNA prochazi
nitrocelulozovym filtrem, zatimco komplexy se na filtru zachyti a mohou pak byt detekovany.
Nejsou zachyceny protilatky s nizkou aviditou, jejichz imunokomplexy jsou disociovany
vroztoku svysokou koncentraci soli [62]. Tyto se nachazeji u pacientd
S mirnéjSim postizenim, nebo pii postizeni jinych organii, napf. centrdlniho nervového

systému [63].

1.2.1.3.2. Nepfimé imunofluorescenéni vysetieni za pouziti Crithidia luciliae
(CLIFT)
Protilatky se stiedni az vysokou afinitou jsou zachyceny na dvojvlaknovou DNA na
kinetoplastu (mitochondrii) prvoka Crithidia lucilliae, zndzornéno na obrazku ¢. 4. Je to
metoda umoznujici rozliseni izotypu [64], Svysokou specifitou, ale obtiZznou

kvantifikovatelnosti [65].

» <dsDNA in the kinetoplast
positively stained

# <Crithida luciliae

© AR Karim

Obr 4: Pozitivni imunofluorescencni test, pfevzato z www.birmingham.ac.uk

1.2.1.3.3. Enzymova imunoanalyza (ELISA)
ELISA je nejcastéji pouzivand metoda s dobrou senzitivitou. Dostupnych je vice komercnich
kit pro stanoveni anti-dsDNA protilatek. Touto metodou jsou zachyceny protilatky
s vysokou i nizkou afinitou, zejména IgM, ale i IgG a IgA protilatek [66]. Recentné byla

popsana metoda zachycujici protilatky s vysokou aviditou. Na destickach je navazan antigen

19


http://www.birmingham.ac.uk/

dsDNA, béhem inkubace se na né navazi anti-dSDNA protilatky. Po promyti se pifida
konjugat s krali¢imi anti-humannimi IgG protilatkami, které se navazi na komplexy a ktery je
nasledné barevné oznacen [67, 68].

V porovnani s ELISA metodou, Farrova radioimunoanalyza 1épe koreluje s globalni aktivitou
SLE, renalni aktivitou a vaskulitickou aktivitou [69]. ELISA metoda ma vysokou senzitivitu,
ale nizsi specificitu [66, 70, 71]. Proto by méla byt pouzivana jako sCreeningova metoda,

ktera se pfi pozitivnim vysledku potvrdi CLIFTem [66].

1.2.2. Role komplementu v patogenezi SLE
Komplement hraje dilezitou roli v imunitni obrané¢ organismu, je sloZzen 2z proteind
nachazejicich se v cirkulaci i extracelularni tekutiné [72]. Hraje roli pfi obrané v boji proti
infekénim mikroorganismtim, odklizi imunokomplexy a mrtvé bunky, propojuje systém
vrozené a ziskané imunity [73]. Komplement mize byt aktivovan klasickou, alternativni nebo
lektinovou cestou. Pfi aktivaci komplementu klasickou cestou je C1 prvni komponentou a
jejim hlavnim ukolem je odstranovat imunokomplexy z tkani béhem apoptozy [74].
C1 je slozena ze tii komponent: Clg, Cls a Clr, jez se slou¢i v kalcium-dependentni
makromolekularni komplex (C1qr2s2). Aktivace je zapocata navazanim C1lq na Fc frakci IgM
(CH3 doménu) nebo IgG (CH2 doménu) imunokomplexu, ¢imz dojde ke zméné konfirmace
Clq vV jeji kolagenové oblasti. Timto dojde k aktivaci Clr a nasledné je aktivovana Cls slozka
a iniciace celé enzymové kaskady [75]. Kromé toho se muze Clq vazat a usnadnovat
odstranovani apoptotickych bunék ptes Clq ligandy jako je DNA [76], fosfatidylserin [77] a
IgM [78]. Aktivace C1 komplexu vede k stépeni C2 a C4 slozek komplementu, vznikne
C4b2a, ktery se chovd jako C3 konvertiza a ta nasledné S$tépi a aktivuje C3 slozku
komplementu.
K aktivaci komplementu alternativni cestou dochdzi pfimym kontaktem s patogenem.
Alternativni cesta se aktivuje spontdnn¢ konformaci C3 na hydrolyzovanou formu,
s naslednou vazbou na faktor B, po rozstépeni faktoru D je vytvofena inicidlni C3 konvertaza.
Nasledné je stabilizovana properdinem a sama se amplifikuje a vytvaii C3 konvertazu
alternativni cesty (C3bBb) [73].
Lektinova cesta je zahajena vazbou MBL (mannose-binding lecitin) na D-manosu nebo N-
acetyl-D-glukosamin, ktera je soucasti nékterych patogenti (bakterie, viry), zaroven i

endogenni epitopy (napi. apoptotické bunky) s naslednou aktivaci MBL-asociovanych
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serinovych proteaz (MASP-1 a MASP-2) [79]. Aktivovanda MASP-1 §tépi C4 na C4a a C4b.
C4b stépi C2 a vytvari C4b2a C3 konvertazu [80].

Pti aktivaci komplementu jakoukoliv cestou, dochazi nakonec ke Stépeni C3 a C5 a vzniku
C3a a C5a anafylatoxinti, C3b opsonini a C5b-9 komplexu atakujiciho membranu, viz
obrazek ¢. 5. Nasledné se navazuji na specifické bunééné receptory (C3aR, C5aR a CR1-4).
Tyto receptory se nachédzeji na neutrofilnich leukocytech, makrofazich, zda se, ze jsou
pfitomny i na T- a B- lymfocytech, dendritickych buiikéch, ale i lokaln¢ ve specifickych
burikach organd, napt. v epitelialnich bunikach glomerulu a proximalniho tubulu [81, 82].

Role komplementu u pacientii se SLE je rozpornd, na jednu stranu homozygotni deficience
n¢kterych komponent predisponuje k vyskytu SLE, na druhou pak byla popsana aktivace
komplementu imunokomplexy v postizenych tkanich. U pacientti s LN je ¢astym nalezem C3
a C4 hypokomplementemie, je piitomna az u 90% pacientt s difuzni LN [83]. Jednou z pticin
hypokomplementemie mize byt deplece C1q nebo dalSich komponent klasické cesty [84, 85].
Nékolika autory byla popséna silna zavislost mezi hladinou protilatek proti C1q a depleci Clq
[85-87]. Intenzivné byla studovana Clq slozka komplementu, jeZ ma svou tlohu v clearance
imunokomplext a odstranovani odpadnich latek pochazejicich z apoptotickych bunek [88].

Ze zvitecich studii vyplynulo, Ze Clq deficientni myS, prokazuje defektni clearance
apoptotickych bunék makrofagy [89], dochazi u nich k akumulaci apoptotickych ¢astic a
imunokomplext v ledviné [90], navic se urychluji autoimunitni procesy [91]. Clearance
apoptotického materialu cestou C1q nasledné reguluje rozvoj autoreaktivnich B1-lymfocytl a
protilatek proti intracelularnim proteinim [92]. V mySich modelech Clq ovliviiuje jak
hepatalni pfijem, tak i zpracovani imunokomplexi [93]. Clq deficience je u lidi asociovana
S vys$i prevalenci tzv. lupus-like syndromu [94-96]. Piekvapivé je, Ze homozygotni C3
deficience neni spojena s vyssim vyskytem SLE [96].

V in vitro studiich bylo ukazano, ze se globularni ¢ast Clq vaze ptimo na apoptotické Casti
keratinocytti, vaskularnich endothelialnich bunék a lymfocyty [97]. In vivo bylo popsano, Ze
C1q se vaze na povrch mikropartikuli v krevnim fecisti [98].

Pfi vazb&é na imunokomplexy ¢i apoptotickd télesa, odhaluje Clq neoepitopy, které pfi
prodlouzené expozici mohou vést k imunitni odpovédi proti vlastnim strukturam a

v souvislosti s tim k alteraci funkce komplementu [99].

21



I Classical pathway

| C1Q+C1r+Cl1s ]\
l o C2 C2b
a
C4="» Cdb AL» C4b2a — C4b2u3b

I Lectin pathway T (C3-convertase) | (C5-convertase)
[ MBL+MASP1+MASP2 | cls o lc :ermimg ;‘;lthway
H20 \ \
FB FD Ba T C3a T C5a
l C3a l | —C6
C3">[ C3b | C3bBM> C3bBb — ', C3bBb3b |« C7
- pathway (C3-convertase) (C3-convertase) I
@ C5bC6C7
2 «C8
«—C9
A 4
C5bC6C7C8(CY)n
(MAC)

Obr.5: Cesty aktivace komplementu, pievzato z [100],

MBL, manozu vazici lektin;; MASP, MBL asociovana serinova protedza 1 a 2; FD, faktor D;
FB, faktor B; MAC, komplex atakujici membranu.

1.2.3. Protilatky proti Clq (anti-C1q)

Clq je molekula skladajici se z kolagenni ¢asti koncici globularnimi hlavami (viz obrazek 6).
Imunokomplexy se vazi na globuldrni ¢asti a anti-C1q protilatky na kolagenni ¢ast molekuly.
Vazba na Clq se projevi jen, pokud je navazana na solidni struktury tkani, zfejmé po zméné
konformace a odhaleni neoepitopti, které po vazbé nasleduje. U pacienti s LN dominuji
protilatky IgG2 podtiidy [101]. Tyto protilatky byly nalezeny v bioptickych nalezech z ledvin
pacienti s lupusovou nefritidou, kde byl 50x vyssi pomér anti-C1g/IgG v glomerularnim
extraktu nez v séru [102].

V experimentalni studii Trouwa a kol. [103] byla normalnim (BALB-c) myS$im podana
murinni monoklonalni protilatka proti Clq, coz nasledné vedlo k depleci C1q v cirkulaci a
ukladéni Clq a anti-Clq V glomeruldrni bazalni membrané, ale bez prukazu vétsiho
glomerularniho poskozeni. Poté u téchto mysi k zminéné protilatce ptidali jeste

subnefritogenni davku komplement fixa¢ni anti-murinni GBM protilatky, ktera se
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ziejmé navazala v ledving, a na ni se navazala Clq a anti-Clq, nasledné¢ doslo k velkému
prilivu granulocytd a rozvoji velké proteinurie [103]. K tomuto poSkozeni nedoslo u mysi
s Clq, C3 a C4 deficienci, lze tedy ptedpokladat, ze se anti-Clq protilatky uplatituji pouze
V kontextu imunokomplexovych glomerulonefritid, jako je napt. LN.

Zda se, ze anti-C1q ovliviuji aktivaci klasické cesty komplementu pouze nepiimo [104].
Jednou z moznosti patogenického ptisobeni anti-Clq by mohlo byt vyvazanim Clq slozky
komplementu z cirkulace, nacez by doslo k hromadéni apoptotickych bun¢k, exprimujicich
autoantigeny na svém povrchu s naslednym rozvojem autoimunity [105].

U pacientl s LN tfidy III a IV byla zjisténa vyssi infiltrace dendritickych bunék v ledviné
[106]. Tyto dendritické builky mohou generovat odpovéd proti vlastnim antigenim

apoptotickych bungk, zprostiedkovanou B- a T-lymfocyty [11].

1.2.3.1. Prevalence anti-C1q

Protilatky proti Clq byly poprvé popsany u pacienti se SLE vroce 1984 [107]. Tyto
protilatky byly nalezeny i u pacientd s jinymi autoimunitnimi onemocnénimi [108, 109].
Anti-C1q koreluji s aktivitou LN, zejména u proliferativnich forem [110-113], kde byly
nalezeny v glomerularni bazalni membrané [102]. Vyssi prevalence téchto protilatek je u
pacientt s aktivni nefritidou [74]. Vzestup anti-C1q predikuje renalni relaps [114, 115], po
terapii dochazi k jejich poklesu [111]. Ve studii Trendelenburga a kol. [111] vysla vysoka
prediktivni hodnota negativniho vysledku, z ¢ehoZ vyplyva, Ze negativni test na anti-Clq

témet vylucuje aktivni proliferativni LN.
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Obr.6: Imunokomplexy (horni ¢ast obrazku) a apoptotick¢ bunky (dolni ¢ast) nabidnou
vazebnd mista pro Clq, které po navdzani zméni konformaci a odhali epitopy, jez jsou
odhaleny anti-C1q protilatkami, nasleduje amplifikovana aktivace komplementu s naslednym
rozvojem renalniho zanétu. Pfevzato z [113].

Ke stanoveni anti-Clq se pouziva nyni jiZ béZn& dostupna ELISA metoda, kde se vyuziva
Clq jako antigen. Konformaéni zmény molekuly je dosazeno vazbou globularnich hlav Clq
na desticky. Aby nedoslo k vazani imunokomplext, jez maji pouze nizkou afinitu k Clq, je

vyuzito pufru [88].
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1.2.4. CRP, mCRP a protilatky proti mCRP (anti-mCRP)

C-reaktivni protein (CRP) je pentamer skladajici se z 5 identickych podjednotek o0
molekulové vaze 23 kDa [116]. Ulohou CRP je odstrafiovani imunokomplexd a clearance
apoptotického materialu retikuloendotelialnim systémem [117]. CRP se vaze na povrch
poskozenych bunc¢k organizmu. Nasledné se pomoci Clq aktivuje klasickd cesta
komplementu, CRP rovnéz podporuje opsonizaci téchto bunék C3b slozkou komplementu,
poté diky vazbé na specifické receptory dochazi k fagocytoze [118, 119].

Mnoho pacientl s aktivnim SLE (s vyjimkou serositidy) ma nizké hladiny CRP [120]. Tyto
hladiny vSak mohou stoupat v reakci na bakteridlni infekci [120-122]. Je mozné, ze v
disledku sniZzenych hladin CRP pfi aktivit¢ SLE dochéazi k nedostatecné vazbé na apoptoticky
materidl, a tim paddem se zvySuje riziko abnormalni imunizace autoantigeny a rozvoj
autoimunity [123]. Nizké hodnoty CRP jsou zejména u pacientll s hypokomplementemii pii
postizeni ledvin, podle jedné zhypotéz by se mohlo jednat i o konsumpci CRP
imunokomplexy [124], proc¢ez svéd¢i i nékteré serologické nalezy [125]. Polymorfismus
v oblasti genu pro CRP predisponuje ke vzniku SLE [126].

Za specifickych podminek (alterace pH, urémie, hypokalcémie) CRP ireverzibiln€ disociuje
na monomery (mCRP) a tim odhali nové epitopy [117].

Predpoklada se, ze mCRP hraje roli v indukci sekrece IL-8 neutrofily a tim potlacuje
apoptozu [127]. Dale pak zvySuje hladinu receptoru pro C3 (CD11b/CD 18) [128]. V kyselém
prostiedi se vaze na IgG c¢ast imunokomplexli a tim miZe zifejm& hrat roli v jejich
odstranovani [129]. Protilatky proti mCRP (anti-mCRP) se vazi na nizko-afinitni receptory-
FcyRIIIb (CD16) [130]. U mysi (apolipoprotein knockout mice) mCRP, narozdil od CRP,
snizuje rozvoj aterosklerozy [131]. Podobn¢ jako CRP muze mCRP hrat roli v aktivaci
komplementu klasickou cestou [132].

MCRP navazané na povrchu nekrotickych bunék pfitahuje slozky komplementu, aktivuje jak
klasickou cestu via C1q a C4-bp (binding protein), zaroven i blokuje alternativni cestu
pomoci regulatorti faktoru H a FLH1 (faktor H-like protein) [133, 134]. mCRP se vaze na
kolagenni ¢ast Clq [134], a zda se, ze vyznamné podporuje fagocytozu bunék v pozdni fazi
apoptozy [134].

Recentné bylo publikovano, ze IgG protilatky anti-mCRP mohou participovat v patogenezi
SLE a LN [135, 136]. Anti-mCRP protilatky rozpoznaji podjednotky CRP, ale ne nativni

pentamerovou formu [137]. Tyto protilatky se pravdépodobné vazi na mCRP navazané na
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povrchu tkani [138], napi. cévach, jatrech, kosternich svalech a ledviné [139-141]. Tyto
nalezy podporuje i to, ze anti-mCRP nekoreluji s hladinami cirkulujiciho CRP [138, 142].
Anti-mCRP mohou inhibovat vazbu mCRP na Clq ¢i H faktor a tim sniZzovat clearance
apoptotickych bun¢k u pacientii s LN [134].

Bellova a kolegové [117] popsali vysokou prevalenci téchto protilatek u pacientt se SLE.
Dalsi autofi je nalezli u nemocnych s antifosfolipidovym syndromem, a to jak idiopatickym,
tak asociovanym se SLE [143], popsany byly i u pacientl s aktivitou lupusové nefritidy [135,
143]. Jina studie s opakovanymi renalnimi biopsiemi prokazala korelaci mezi anti-mCRP a
indexem aktivity [142], navic pacienti s pozitivitou anti-mCRP hife odpoveédé€li na 1é¢bu
[135]. V renalnich biopsiich pacienti s LN byla popsana v subendotelialnim prostoru a
glomerularni bazalni membrané kolokalizace IgG protilatek s mCRP, Clq a dsDNA [144].
Jind skupina autorii tyto néalezy potvrdila a zaroven nebylo CRP pfi imunofluorescen¢nim
vySetfeni zachyceno u pacientll s jinymi proliferativnimi nefritidami ani u zdravych kontrol
[145]. Nakahara a kol. [146] vsak CRP depozita nalezla, jak u pacientti se LN, tak i u pacientl
s IgA nefropatii.

Tyto protilatky nejsou zatim stanovovany rutinng, pouze in-house ELISA metodou, metodika
se mirné 1i§i dle jednotlivych laboratofi, kde byl vyzkum provadén [117, 143, 147]. V nasi

praci jsme mirné modifikovali metodu dle Sjowalla [147].
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1.3. Standardni terapie proliferativnich forem lupusové nefritidy

Proliferativni formy LN (typ III a IV) jsou zdvaznym postizenim ledvin pii onemocnéni SLE,
které bez adekvatni 1€cby mohou vést k renadlnimu selhdni a jsou spojeny se zvysSenou
morbiditou a mortalitou. Pfi stanoveni této diagnozy se zahajuje tzv. induk¢ni 1écba, kterd ma
za ukol navodit remisi onemocnéni, na niz navazuje udrzovaci 1écba s cilem remisi udrzet.
Vybér terapie se lisi i podle toho, zda se jednd o prvni 1é€bu pii primomanifestaci LN ¢i o
1écbu opakovanych relapst. Jednotlivé studie je Casto obtizné mezi sebou srovnavat, i proto,
ze se 1181 definice relapst, remisi, cili a délky studii.

Zlatym standardem 1écby proliferativnich forem Ilupusové nefritidy stale zistavaji
nespecificka imunosupresiva a cytotoxické preparaty v ¢ele s cyklofosfamidem (CFA), a
nov¢ji mykofenolat mofetilem (MMF) a event. cyklosporinem A (CyA).

1.3.1. Cyklofosfamid (CFA)
CFA je alkyla¢ni latka, jez se biotransformaci cytochromem P 450 méni v aktivni metabolit 4-
hydroxycyklofosfamid a dale neenzymaticky na hor¢i¢ny fosforamid a akrolein [148].
Fosforamid je vlastni aktivni latka, ktera pravdépodobné plisobi na jadernou DNA krevnich
bunék (alkylace guanidinovych rezidui) [149], zatimco akrolein pusobi toxicky na mocovy
méchyt. Vedle poSkozeni B- a T-lymfocytlh moduluje cyklofosfamid aktivacni odpovédi T-
bunék a tvorbu protilatek B-buiikami.
Metaanalyza 25 randomizovanych studii z poslednich 20 let 20. stoleti zahrnovala 915
pacientl [150], vétSina studii srovnavala terapii CFA a azathioprinem v kombinaci se steroidy
a podani samotnych kortikoidd. Kombinovand imunosupresivni terapie CFA redukovala
riziko zdvojnasobeni kreatininu oproti samostatné terapii kortikoidy. Vzhledem k tomu, Ze
dlouhodoba kontinualni terapie CFA byla spojena s cetnymi nezadoucimi ucinky
zaptiCinénymi jeho toxicitou (postihujici zejména mocovy méchyt, kostni dien a gonady) byla
snaha o stanoveni optimalni u¢inné davky minimalizujici tato rizika. V soucasnosti jsou
pouzivany reZimy intermitentniho podavani. Nejvyhodnéjsi pro evropskou populaci se zda byt
davkovani dle protokolu studie Euro-Lupus [151], kam bylo zafazeno 90 pacientli a srovnano
podani nizsich (6 pulst CFA a 500mg) a vysSich davek cyklofosfamidu (8 pulsti CFA 4 1g),
ob¢ terapie nasledovany udrZovaci terapii azathioprinem. Po 73 mésict trvajicim sledovani
nebyla ve skupiné s niz§imi davkami CFA vétsi pravdépodobnost zdvojndsobeni sérového

kreatininu ¢i terminalniho renalniho selhani nez ve druhé skupiné [152].
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1.3.2. Cyklosporin A
CyA je cyklicky polypeptid patiici mezi kalcineurinové inhibitory. Po priiniku do buiiky se
vaze na cytoplazmaticky receptor (cyklofilin), nasledn¢ dochazi k blokadé¢ komplexu
kalcineurin/kalmodulin a je inhibovana aktivace transkripéniho faktoru NF-ATc (jaderny
faktor aktivovanych lymfocyttl) a dochazi k poklesu syntézy I1-2, IL3 a IFNy, coz inhibuje
aktivaci T lymfocyta [153].
Nezadouci ucinky zahrnuji hlavné nefrotoxicitu a vznik hypertenze. Podkladem pro vznik
nefrotoxickych projevli je pravdépodobné vazokonstrikce cév glomeruld, kterd vyvolava
snizeni pratoku krve ledvinami. Disledkem je pak zvySeni hladiny sérového Kreatininu
Vv plazmé a vznik hypertenze. Hepatotoxicita se projevi cholestdzou, hyperbilirubinémii a
zvySenim aminotransferdz. ZvySena produkce fibroblasti a kolagenu vyvolava projevy
hirzutismu a gingivalni hyperplazie. Pii vétSich davkach se objevuji téz projevy neurotoxické
ve form¢ kieci, psychickych poruch. Mezi predisponujici faktory neurotoxického plisobeni
patii zejména snizeni hladiny magnezia a cholesterolu.
Terapie CyA je jednou z alternativ terapie LN, neni vS8ak mnoho randomizovanych studii,
které by porovnavaly v induk¢ni f4zi G€innost tohoto preparatu s dal§imi 1éky.
Vice dat je u studii s pacienty s membranozni LN (tfida V), kde byla prokdzana uc¢innost CyA

V navozeni remise [154, 155].

1.3.3 Mykofenolat Mofetil (MMF)

MMF je po vstfebani hydrolyzovan na kyselinu mykofenolovou, selektivni nekompetitivni
inhibitor inositol-5-monofosfatdehydrogenazy, majici jednu z hlavnich wloh pfi syntéze
guanidinu. MMF inhibuje proliferaci T a B lymfocyti, MMF také potlacuje glykosylaci
adhezivnich molekul a tim inhibuje chemotaktické procesy [153].

Asijska studie [156] zahrnujici 41 pacientli, srovnavala U¢innost a bezpeCnost 1écby
kortikoidi s MMF po dobu 12 mésict s kontinualnim CFA (2,5mg/den) po dobu 6 mésicii
nasledovanou terapii AZA. Tato studie prokazala, Ze je terapie MMF stejné€ U¢inna a méné
toxicka nez terapie CFA. V dalsim sledovani (63 mésici) Chan a kol. [157] rozsitil skupinu
pacientli, na konci sledovani méli pacienti z obou vétvi studie srovnatelné vysledky, co se
tyCe Cetnosti relapsi, navic terapie MMF byla spojena s mensi mortalitou.

V roce 2005 Ameri¢ané [158] publikovali data z dvouleté randomizované studie se 140

pacienty srovnavajici terapii MMF (aZ 3g/den) s pulsnim CFA (0,5-1 g/m?), kde byl MMF
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Ve stejném roce Contreras a kolegové [159] ukazali na randomizované studii s 59 pacienty,
ktefi dostali jako indukéni terapii pulzni CFA (0.5 to 1.0 g/m?) a nasledné byli randomizovani
do 3 vétvi udrzovaci terapie: pulsy CFA (¢tvrtletné), AZA (1-3 mg/kg/den) nebo MMF (0,5 -3
Nedavno byla publikovana data z mezinarodni randomizované studie ALMS [160]
srovnavajici dvouletou indukéni terapii MMF (3g/den) a pulsnim CFA (0,5 -1,0 g/ m?).
Studie potvrdila, Ze MMF je stejné¢ ucinny jako CFA v navozeni remise. Zajimavé byly
odli$nosti v jednotlivych etnickych a rasovych skupinach, 1épe na MMF odpovédéli pacienti
s Cernou rasou, hispanci a latinsko-americka rasa. V druhé ¢asti této studie [161] trvajici 36
mésict byli pacienti randomizovani do dvou vétvi udrzovaci terapie MMF (2g/den) vs. AZA
(2mg/kg/den). Terapie MMF byla vtéto fazi G¢inngj§i nez AZA v udrzeni remise a
ptedchéazeni relapsu a to bez ohledu na typ indukéni terapie.

Problémem nadéle ziistava vysoka cena 1écby MMF, proto neni mozné ji pouzivat ve vétsi
mife a je vyhrazena u pacientl s intoleranci CFA ¢i u mladych zen, planujicich graviditu a

pacientti ¢erné rasy.
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2. Hypotézy a cile prace
2.1. Hypotézy

1. Hladiny anti m-CRP protilatek koreluji s aktivitou onemocnéni SLE a jsou zvysené u

pacientt s aktivni LN.

2. Hladiny anti-mCRP protilatek nekoreluji se sérovymi hladinami proteini akutni faze a

s hladinami protilatek typickymi pro LN.
3. Pozitivita anti-mCRP protilatek predikuje hor$i odpovéd’ na terapii.

V druhé ¢asti prace jsme srovnavali ucinnost dlouhodobé 1é€by cyklosporinem A s pulsnim

cyklofosfamidem u nemocnych s proliferativnimi formami LN Vv ramci randomizované studie.

4. Indukéni terapie cyklosporinem A je stejné ucinna jako terapie cyklofosfamidem

V navozeni remise LN a je méné toxicka.

5. Po 9-ti a 18-ti mési¢ni terapii dochazi k upraveé hladiny komplementu C3 a poklesu hladin

protilatek (anti-dSDNA, anti-C1q a antinukleosom).
2.2. Cile
Cilem prvni ¢asti prace bylo:

1. Provést korelaci anti-mCRP protilatek s aktivitou onemocnéni, definovanou indexem
aktivity onemocnéni SLE (SLEDAI) a porovnani hladin anti-mCRP u pacientl s aktivni a

neaktivni LN.

2. Provést korelaci hladin anti-mCRP protilatek s mCRP, sérovym amyloidem A (SAA),
hladinami anti-dsDNA a anti-C1q.

3. Ve dvouletém sledovani porovnat odpoveéd’ (parcialni a kompletni remise vs. relaps ¢i non-

response) u pacientll se vstupni pozitivitou a negativitou anti-mCRP.
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4. Porovnani odpovédi (navozeni remise onemocnéni) u skupiny lécené cyklosporinem A a
cyklofosfamidem po 9 a 18 mésicich a 7 letech terapie. Porovnat nezadouci ucinky terapie ve

skupiné 1é¢ené cyklosporinem A a cyklofosfamidem.

5. Porovnani ptitomnosti C3, anti dsDNA, hladin anti-C1q a antinukleosomil u pacientti pred

terapii a po terapii ve skupiné lécené cyklofosfamidem a cyklosporinem A.
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3. Anti-mCRP protilatky u pacienta s lupusovou nefritidou-1.¢ast

prace

3.1. Pacienti a metody

3.1.1. Pacienti

Do studie bylo zatazeno 57 pacientd (47 zen, 10 muzii) ve véku od 18 do 65 let (median 32),
splnujicich kriteria pro SLE dle American College of Rheumatology (ACR) [162]. VSichni
pacienti méli LN prokazanou renalni biopsii v letech 1996-2010 na Klinice Nefrologie VFN a
1. LFUK. Vysledky renalni biopsie byly dodateéné patologem pieklasifikovany dle
recentniho ISN/RPS hodnoceni [25]. Charakteristika pacientti je uvedena v tabulce ¢. 3.

V letech 2005-2010 bylo od téchto pacientd odebrano celkem 119 vzorkl séra (vzorky byly
odebirany v riznych fazich onemocnéni, pocet vzorkd na pacienta byl v rozmezi 1-7). Jako
kontrolni materidl slouzily vzorky séra, odebrané¢ 122 zdravym dobrovolnikim, vékoveé

korespondujicim se souborem pacientil.

Parametr Pacienti (n=57)
VEk (medidn, roky) 32
Pohlavi M/Z 10/47
Rasa
Kavkazska 55
Asijska 2
Aktivita LN 46
Rendlni biopsie
Ttida 11 2
Ttida 111 13
Ttida IV 28
Ttida III/V or IV/V 11
Neurcenad tfida 3

Tab.3: Zakladni charakteristika pacientti, ¢isla jsou absolutni pocty pacientii, pokud neni
urceno jinak.

LN, lupusova nefritida.
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Pro ucely porovnani sérovych hladin anti-mCRP s kontrolnim souborem a pro sledovani
zavislosti téchto hladin na aktivit¢é onemocnéni a dalSich parametrech jsme od kazdého

pacienta ndhodné vybrali jeden vzorek séra, ktery byl analyzovan.

Do druhé ¢asti projektu, zamétené na vyznam anti-mCRP v predikci odpovédi na terapii, byli
zahrnuti pacienti (n=29) s nov¢ diagnostikovanou aktivni LN, od kterych byl k dispozici
vzorek séra z doby rendlni biopsie. Sledovani byli po dobu 3,6 az 8,1 let (median 5,9) na
Klinice Nefrologie VFN a 1. LFUK a v Revmatologickém Ustavu v Praze. Po roce od renalni
biopsie jsme méli vysledky od 26 pacientli, dva pacienti byli ztraceni ze sledovani a jeden
pacient zemiel. Ve druhém roce byla z analyz vyrazena pacientka, ktera nesplnovala kriteria
ani pro odpovéd’ ani pro relaps, doslo u ni ke zhorSeni renélni funkce, nebyla vSak provedena
rebiopsie k oziejméni divodu progrese (vliv terapie vs. chronické poskozeni vs. aktivita).

Vysledky na konci sledovani, k bfeznu 2014 (t.j. median 5,9 let) mame k dispozici u 25
pacientt, z nichz 2 pacientky jsme z analyzy vypustili, vzhledem k non-compliance s terapii, a
tedy 1 nemoznosti posoudit, zda aktivita onemocnéni nebyla spojena s neuzivanim doporucené
1écby. Dvé pacientky byly v pribéhu sledovani rebioptovany pro vyrazné zhorSeni rendlni
funkce s vysledkem LN tfida VI, obé progredovaly do terminalniho renélniho selhani (ESRD)

s naslednou nahradou funkce ledvin.

Ptehled indukéni a udrZovaci terapie je uveden v tabulce ¢. 4. Soucasné vSichni obdrzeli
kortikosteroidy.

V dob¢ odbéru vzorku jiz €ast pacientl méla nasazenou kombinovanou imunosupresivni
terapii (5 pacienti CFA, 4 pacienti AZA, ktery uzivali dlouhodob¢ z divodu extrarenalni

aktivity SLE, 15 pacientil mé¢lo pouze kortikosteroidy), 5 pacientli bylo zcela bez terapie.
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Anti-mCRP negativni (n=16) | Anti-mCRP pozitivni (n=13)

Induk¢ni terapie

CFA 9 8
MMF ¢i MFA 2 3
CyA 1 2
AZA 1 2
CFA+plazmaferéza 0 1
UdrZovaci terapie

AZA 9 5
MMF ¢i MFA 4 2
CyA 2 4

Tab. 4: Piehled induk¢éni a udrzovaci terapie v jednotlivych skupinach. Vyjadieno
Vv absolutnich poctech pacienti.

AZA, azathioprin;, CFA, cyklofosfamid; CyA, cyklosporin A; MFA, mykofenolova kyselina;
MMF, mykofenoldt mofetil.

V prubéhu dalsiho sledovani, kdy byl monitorovan pribeh renélnich relapst, bylo jako terapie
pouzito ve 2 ptipadech MMF, dalsi pacient s velmi rezistentnim pribéhem onemocnéni
obdrzel 2 cykly pulsi CFA, nésledné¢ pak jest¢ CyA p.o., jeden pacient obdrzel CyA bez
efektu s naslednou konverzi na terapii MMF. Dva pacienti obdrzeli zvySené davky kortikoidu.
Jedna pacientka i pies podani pulzii CFA, dale pak CyA i MMF progredovala do ESRD aniz
by kdy odpovédéla na 1é¢bu.

Vsichni pacienti podepsali informovany souhlas se studii zamétfenou na stanovovani anti-C1q
protilatek. Dodatecné bylo lokalni etickou komisi schvaleno dostanoveni dalSich parametrt

potifebnych v nasi studii. Do doby analyzy byla séra pacienti skladovéana v -80° C.

3.1.2. Definice
Aktivita celkového onemocnéni byla hodnocena indexem aktivity SLEDAI [163]. Za aktivni
rendlni onemocnéni jsme povazovali to, kde byla splnéna alespon 2 kriteria z nasledujicich:
aktivni mocovy sediment a/nebo proteinurie >0,5g/den a/nebo zhorseni glomerularni filtrace o

>25% (oproti vstupnim hodnotam) a/nebo C3 hypokomplementemie.
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Po jednom a dvou letech terapie byla hodnocena odpoveéd’ podle Evropského konsenzu [164].
Parcialni odpovéd’ byla honocena jako negativni mocovy sediment, proteinurie < 0,5g/den,
normalni nebo stabilni renalni funkce (<10% deteriorace oproti vstupnim hodnotam).
Kompletni odpovéd’ byla hodnocena jako negativni mocovy sediment, proteinurie < 0,2g/den,
stabilni rendlni funkce (< 10 % deteriorace oproti normalnim hodnotam, pokud byly vstupné
abnormalni).

Relaps byl hodnocen jako zvySeni aktivity vyzadujici intenzivngjSi terapii, avSak az po
dosazeni minimaln¢ parcialni remise.

Za dobry vystup jsme povazovali dosazeni alespon parcidlni remise, naopak non-response ¢i
renalni reaktivace-relaps byly povazovany za negativni vystup.

V prodlouzeném sledovani byl hodnocen pocet rendlnich relapst, jako negativni vystup byl

hodnocen alespoii jeden relaps.

3.1.3. Stanoveni anti-mCRP protilatek

Hladiny anti-mCRP byly stanoveny pomoci in house ELISA dle Sjowalla a kol. [147]
S drobnymi modifikacemi. Sto nanogramii lidského nativniho CRP (Sigma, USA) bylo
rozpusténo ve 100 pl uhli¢itanového pufru (50 mM, pH 9,6), naneseno na mikrotitra¢ni
desticky (Maxisorp, Nunc, Déansko) a inkubovano ptes noc pii pokojové teploté. Po promyti
fosfatovym pufrem (PBS) s pfidavkem 0,05% Tweenu 20 bylo do desticky napipetovano 100
ul séra (fedéného 1: 20 PBS Tweenem) a inkubovéno pii pokojové teploté po dobu 60 minut.
Po opétovném promyti PBS-Tweenem, bylo pfidano 100 pl kréli¢ich IgG protilatek proti
lidskym y-fetézcim, konjugovanych s alkalickou fosfatazou (DAKO, Dansko) - (fedéno
1:500 v PBS-Tween). Po hodin¢ inkubace a promyti PBS Tweenem bylo pfidano 100 pul p-
nitrofenyl fosfatu (Sigma, USA) rozpusténého v reakénim pufru (uhli¢itanovy pufr, 50 mM,
pH 9,6; 1 mM MgCl,) do finalni koncentrace 10 mg/ml. Po hodiné inkubace (pokojova
teplota, temno) byla reakce ukoncena pfidanim 25 pl 3 M NaOH. Absorbance byly odecteny
pfi 405 nm. VSechny vzorky byly analyzovany v kvadruplikatech. Kalibracni kiivka byla
zkonstruovana sériovym fedénim nejpozitivnéj$iho vzorku vzorkem negativnim. Vysledky
jsou uvedeny v jednotkach (AU), které jsou vyjadienim % nejvyssiho vzorku. Detek¢ni limit
byl 15.

35



3.1.4. Stanoveni dalSich parametri

Na stanoveni byly pouzity komeréné dostupné ELISA kity pro SAA (Invitrogen, USA) a
antiC1q (Buhlmann Laboratories, Svycarsko). Vie vyse uvedené, véetné anti-mCRP, bylo
méfeno v ULBLD VFN a 1.LFUK.

High sensitivity CRP (Siemens, USA) bylo méfeno nefelometricky na ptistroji BN I
(Siemens, USA) v UHKT.

V dobé odbéru vzorku, béhem rutinniho skriningu byly stanoveny dalSi imunologické
parametry - slozky komplementu- C3 a C4 (nefelometricky, Siemens, USA), anti-dsDNA (IF
a/nebo ELISA, Orgentec, Némecko), anti-dsSDNA bylo hodnoceno semikvantitativné z
diivodu sjednoceni vice metod), antinukleosomy (ELISA, BL Diagnostika, Némecko). Stejné
tak 1 zakladni biochemické parametry, véetné stanoveni clearance endogenniho kreatininu a

kvantitativni proteinurie, v§e méfeno v ULBLD VEN.

3.1.5. Statistické zpracovani
Vzhledem k negaussovskému rozloZeni byla data analyzovana pomoci neparametrickych
testt. Vysledky jsou uvadény jako median a 5. — 95. percentil. Mann-Whitney rank sum test,
Kruskal-Wallisova ANOVA a Spearmandv korela¢ni koeficient byly pocitany pomoci
programu STATISTICA (verze 10). Chi kvadrat, Fisher exact test a logistickd regrese byla
pocitdna pomoci programu Epilnfo (verze 3.5.3). Vzorkiim s koncentraci protiladtek anti-

mCRP nizsi nez byl limit detekce (15 AU), byla pro ucely vypoctl prifazena hodnota 7,5 AU.
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3.2. Vysledky

3.2.1 Anti-mCRP jako marker aktivity LN a SLE, 1.¢ast
3.2.1.1. Koncentrace anti-mCRP u zdravé populace
Vzhledem Kk tomu, ze anti-mCRP nepatii k bézné vysetfovanym analytim, neni k dispozici
ani referencni material ani informace o tom, jaké hladiny lze povazovat za normalni. Pro
ucely nasi studie jsme tudiz stanovili vlastni referen¢ni hodnoty na zakladé souboru 122
zdravych dobrovolnikii. Celkem 68 (56 %) z nich m¢lo hladiny anti-mCRP pod detekénim
limitem metody (<15 AU), maximalni hodnota byla 72,4 AU. Za horni hranici normy

povazujeme hodnotu rovnou 95. percentilu tohoto kontrolniho souboru, tj 45,45 AU.

Porovnavali jsme hladiny anti-mCRP pacientl a zdravych kontrol, v souladu s ocekavanim
byly vyznamné vyssi hladiny protilatek u pacientd nez u kontrol (21,1 AU (7,5-98,6) vs 7,5

AU (7,5-45,5); p=0,012). Grafické znazornéni je v obrazku ¢. 7.
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Obr. 7: Porovnani hladin anti-mCRP pacienti vs kontroly.
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3.2.1.2. Hladiny anti-mCRP u pacientu s aktivitou onemocnéni

Ve studii byli pacienti nachdzejici v rizném stadiu onemocnéni, nckteti meli aktivitu

renalniho onemocnéni, jini byli v remisi. Hladiny anti-mCRP byly vyznamné vyssi u pacientl

s aktivitou LN (26,78 vs 7,5; p=0,009). Viz obrazek ¢. 8.
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Obr. 8: Srovnani hladin anti-mCRP a pfitomnosti aktivity LN.
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Pozitivni anti-mCRP mé¢la tfetina pacientd s aktivitou LN, ve skuping pacientli s neaktivni LN

se nikdo s pozitivnimi anti-mCRP nenaSel (Tabulka €. 5). Tento rozdil je na samé hranici

statistické vyznamnosti (p=0,051).

Aktivni LN Neaktivni LN
Anti-mCRP pozitivita 15 0
Anti-mCRP negivita 31 11

Tab. 5: Srovnani pozitivity/negativity anti-mCRP protilatek a aktivity LN (p=0,051; Fisher
exact test). Vyjadreno v absolutnich poctech pacientt.

LN, lupusova nefritida.
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U tohoto souboru jsme zjistili vyznamnou korelaci mezi hladinami anti-mCRP a celkovou
aktivitou SLE, charakterizovanou indexem SLEDAI (rs= 0,406, p=0,002), graficky je

zndzornéna na obrazku ¢. 9.
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Obr.9: Korelace mezi hladinami anti-mCRP a aktivitou onemocnéni SLE.

3.2.1.3. Vztah mezi hladinami anti-mCRP a proteiny akutni faze
Vzhledem Kk tomu, Ze se jedna o vysSetieni protilatek proti mCRP, nas zajimalo, jaky je vztah

k vybranym proteinim akutni faze. Anti-mCRP nekorelovaly s SAA ani s hsCRP.

3.2.1.4 Vztah mezi anti-mCRP a jinymi protilatkami typickymi pro SLE a LN a
komplementem
Zkoumali jsme souvislost mezi anti-mCRP a dal$imi imunologickymi parametry typickymi
pro aktivitu LN. Anti-mCRP nekorelovaly s hladinami anti-C1q (rg= 0,127; p<0,353).

Statisticky vyznamna byla korelace mezi poklesem slozky komplementu C3 a vzestupem anti-
MCRP (rs=-0,509, p <0,0001), stejné tak i poklesem C4 a vzestupem anti-mCRP (rs = -0,528,
p<0,0001).

Dale jsme srovnavali hladiny anti-mCRP u pacient anti-dSDNA pozitivnich a negativnich.
Pacienti s pozitivitou anti-dssDNA méli hladiny anti-mCRP signifikantné vyssi 31,6 AU (7,5-
91,6) vs 7,5 AU (7,5-57,8); p=0,007. Viz obrazek ¢. 10.
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Obr. 10: Porovnani hladin anti-mCRP u pacientt s anti dsSDNA pozitivitou a negativitou.

Pozitivni Negativni

3.2.1.5. Hladiny anti-mCRP u jednotlivych forem LN
Jednim z nasich predpokladti bylo, ze by pacienti s proliferativnimi tfidami LN méli mit vyssi
hladiny anti-mCRP. Vysledn¢ rozdil mezi jednotlivymi skupinami nebyl statisticky vyznamny
(p =0,85). Viz obrazek ¢. 11.
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obr.11: Srovnani hladin anti-mCRP u riznych tfid LN, (Kruskal-Wallisova ANOVA,
p=0,85). LN, lupusova nefritida.

40



Porovnali jsme i proliferativni formy LN (4. tfida III, IV, kombinované formy III+V a IV+V)
s neproliferativnimi (tfida II), kterou tvofili pouze 2 pacienti, a ani zde jsme neprokazali

rozdil (p=0,945).

3.2.2. Anti-mCRP jako prediktor odpovédi na lécbu v dlouhodobém

sledovani, 2. ¢ast
Na skupiné pacientd (n=29), sledovanych po dostate¢n¢ dlouhou dobu jsme chtéli ovétit
ptedpoklad, zda by vstupni koncentrace anti-mCRP (a pfipadn€ jinych parametrit) mohly

slouzit jako prediktor odpovédi na 1écbu.

3.2.2.1. Porovnani vstupnich parametrii jednotlivych skupin
Vzhledem k vysadnimu postaveni anti-mCRP Vv této praci nas zajimalo, jestli se anti-
MCRP+/- pacienti li§i ve vstupnich parametrech. Signifikantni rozdil byl pouze mezi

hladinami slozky komplementu C4, piehled vstupnich parametrt je zndzornén v tabulce €. 6.
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Parametr Anti-mCRP Anti-mCRP p
pozitivni (n=13) negativni (n=16)
NS
vek ( median) 27,2 (20,4-54,8) 32,5 (21,8-60,9)
5 NS*
pohlavi (M/Z) 211 1/15
NS
Sérovy kreatinin (umol/l) 71 (47,2-147) 84 (51,75-255,5)
NS
Clearance kreatininu (ml/s) 1,48 (0,64-2,81) 1,4 (0,2-3,06)
NS
Proteinurie (g/den) 1,04 (0,26-6,36) 0,83 (0,24-5,65)
NS*
Erytrocyturie 84,6% 81,3%
NS
C3 (g/l) 0,49 (0,21-0,84) 0,55 (0,35-1,12)
0,029
C4 (g/l) 0,06 (0,06-0,11) 0,08 (0,06-0,24)
. NS
antiClq (U/ml) 235,98 (8,04-500) | 154,3 (35,95-500)
NS
hsCRP (mg/l) 4,7 (0,38-11,02) 3,4 (0,38-22,55)
NS
SAA (ug/ml) 140,9 (8,0-190,6) | 134,9 (9,4-225,1)
NS
SLEDAI 17 (9,2-22,6) 17,5 (4,0-29,25)
Renalni biopsie**
Trida II 1 0
NS
Ttida II1 4 5
Trida IV 8 6
Ttida I1I/V nebo IV/V 0 5

Tab.6: Srovnani vstupnich laboratornich a klinickych dat pacientt.

Data jsou uvedena jako median (5. a 95. percentil)

Erytrocyturie-v procentech pacientd s pozitivni erytrocyturii

Mann-Whitney U test
* Fisher exact test

** absolutni pocty pacienta

HsCRP, high sensitivity CRP; SAA,
Erythematosus Activity Index.

serovy amyloid A, SLEDAI, Systemic Lupus
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Hlavnim cilem bylo otestovat, zda néktery z vySetfovanych parametri muze slouzit jako
prediktor odpovédi v riznych ¢asovych intervalech. Nejvétsi diraz jsme kladli na anti-mCRP,
nicméné testovali jsme i moznou roli dal§ich moznych faktort, které by mohly odpovéd na

1é¢bu ovliviovat.

3.2.2.2. Vysledky po roce terapie
Po roce terapie (na konci indukéni faze) 5 pacientl se vstupni anti-mCRP pozitivitou alespon
parcidlné odpovédélo na 1écbu, 6 pacientld zistalo bez odpovédi. Ze skupiny anti-mCRP
negativnich mélo pfiznivou odpoveéd’ 9 pacientil a 5 pacientl na terapii neodpovédelo. Piehled

vystupt terapie je uveden v tabulce ¢.7.

Status 12 mésict 24 mésict
Vstupni anti- | Vstupni anti-mCRP | Vstupni anti-mCRP | Vstupni anti-mCRP
mCRP  pozitivita | negativita (n=16) pozitivita (n=11) negativita (n=15)
(n=12)

Kompletni odpovéd’ | 5 3 4 9

Parcialni odpoved’ 0 6 1 4

Non response 6 5 5 1

Relaps* 1 0

Tab.7: Terapeutické vystupy.
Vyjadieno v absolutnich poc¢tech pacientt.

*Relaps mohl byt hodnocen pouze pii splnéni alesponi parcialni remise v prvnim roce terapie.

Po roce terapie nebyla anti-mCRP pozitivita vy$$im rizikem pro hor$i odpovéd’ na 1é¢bu, OR
(95% CI)=1,8 (0,29-11,44); p=0,268. Ani zadny z dalSich testovanych parametri nebyl

rizikovym, zkoumané parametry jsme uvedli v tabulce €.8.
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Nepftiznivy vystup po 1 roce terapie

p OR 95% ClI
Anti-mCRP pozitivita 0,368 1,76 0,29 11,44
Sérovy kreatinin >90 pumol/l 0,563 1,24 0,17 9,10
Proteinurie >1g/den 0,324 0,51 0,07 3,14
Hematurie 0,422 0,51 0,04 5,51
Nizké C3 0,245 3,80 0,30 216,31
Anti- dsDNA pozitivita 0,578 1,35 0,13 19,31
SLEDAI >12 0,422 0,51 0,04 5,51
Veék nad 25 let 0,422 0,51 0,04 5,51

Tab. 8: Predikce teraputického vystupu po roce terapie.

CI, konfidencni interval; OR, odds ratio; SLEDAI Systemic Lupus Erythematosus Activity
Index.

3.2.2.3. Vysledky po dvou letech terapie
Po dvou letech terapie 5 pacienttl, se vstupni anti-mCRP pozitivitou, odpovédélo na terapii (¢i
odpovéd’ udrzelo), 6 pacientli mélo neptiznivou odpoveéd’ (bud’ na terapii neodpoveédéli viibec,
¢i po dosazeni odpovédi zrelabovali). Narozdil od skupiny anti-mCRP negativnich, kde na
konci druhého roku vétSina pacientd (13/14) dosdhla pfinejmensim parcidlni odpovédi a
pouze jeden pacient na 1écbu neodpovedél, Zadny nemél po dosazeni odpovédi relaps.

Opét jsme zkouseli rizné prediktory terapeutického vystupu, uvedeny jsou v tabulce €. 9.

Nepftiznivy vystup po 2 letech terapie

p OR 95% ClI
NR po roce terapie 0,027 10,797 0,977 596,618
Anti-mCRP pozitivita 0,014 13,742 1,222 770,869
Sérovy kreatinin >90 pmol/l 0,246 0,275 0,005 3,107
Proteinurie >1g/den 0,649 0,940 0,105 7,500
Hematurie 0,564 1,681 0,126 98,296
Nizké C3 0,146 - 0,392 -
Anti- dsDNA pozitivita 0,436 0,515 0,044 7,845
SLEDAI >12 0,564 1,681 0,126 98,296
V¢ek nad 25let 0,436 0,515 0,044 7,845

Tab.9: Predikce terapeutického vystupu po 2 letech terapie.
Cl, konfidencni interval; NR, non-response, t.j. nepritomnost odpovédi; OR, odds ratio;

SLEDAI, Systemic Lupus Erythematosus Activity Index.

Z univariatnich analyz vySly dva nadéjné prediktory a to vstupni anti-CRP pozitivita a Spatna

odpovéd’ na 1écbu po roce sledovani.
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Identifikované prediktory jsme podrobili detailnéjsi analyze-vzhledem Kk tomu, Ze spolu
vzajemné nekoreluji (rs=0,144, p=0,482), Ize je povazovat za nezavislé rizikové faktory.
Jejich vzdjemnou kombinaci bychom mohli odpovéd v druhém roce terapie predpovédét
spolehlivéji, nez pii pouziti prediktort zvlast. Velikost souboru pacient je vSak pomérné
mald, a tak neumoznuje korektni provedeni vicenasobné regrese. Z univariatnich analyz (viz
vyse) vyplyva, Ze riziko nesené obéma faktory je zhruba stejné (OR 10,8 vs 13,7), a tak si
muzeme dovolit oba faktory pro ucely vypocta sloucit do jednoho prediktoru. Tento slouceny
rizikovy faktor (SRF) mize nabyvat hodnot 0 (pacient neméd ani vstupni anti-mCRP
pozitivitu, ani nepiiznivou odpoveéd’ v prvnim roce), 1 (pacient ma jen jeden z rizikovych
faktorti) a 2 (pacient nese oba rizikové faktory). Takto upravena data jsme analyzovali
logistickou regresi: vystupem byla odpovéd’ ve druhém roce, jakozto prediktor slouzil SRF.
Z analyzy vyplyva, ze ptitomnost jediného z vySe uvedenych rizikovych faktorti vyrazné
zvySuje riziko neptiznivé odpovédi, OR (95%CI1)=26,3 (2,2-308.7), p=0,0094. V piipade, ze
pacient ponese oba rizikové faktory, bude (ve srovnani s pacientem bez rizikového faktoru)

celit vice nez padesatindsobnému riziku negativni odpovédi v druhém roce.

3.2.2.4. Vystupy v dlouhodobém sledovani
Pacienti byli sledovani do bfezna 2014, celkova doba sledovani byla 5,9 let (3,6-8,1 let).
Sledovali jsme kolik pacienti mélo v mezidobi rekativaci renalniho onemocnéni (relaps).
Ctyfi z deseti vstupné anti-mCRP pozitivnich pacientii mélo alespoii jeden relaps, jedna
pacientka neodpovédéla na terapii a nasledné progredovala do ESRD.
Ve skupiné vstupné anti-mCRP negativnich méli 2 pacienti z 9 relaps, jeden z nich dale
progredoval do ESRD.
Opét jsme zkouSeli rizné parametry, které by mohly ptfedvidat hor$i vyvoj onemocnéni.
Nenasli jsme Zadny rizikovy faktor mezi zkouSenymi parametry, i kdyz anti-mCRP se
pohybuje Vv blizkosti hranic statistické vyznamnosti. Zkoumané prediktory jsou uvedeny

V tabulce €. 10.
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Nepftiznivy vystup na konci sledovani

p OR 95% ClI
NR po roce terapie 0,556 0,76 0,08 6,23
NR ¢i relaps po 2 letech terapie 0,267 2,84 0,27 31,72
Anti-mCRP pozitivita 0,092 5,07 0,58 71,07
Sérovy kreatinin >90 pumol/l 0,190 0,23 0,00 2,62
Proteinurie >1g/den 0,582 1,24 0,13 10,51
Hematurie 0,508 1,95 0,14 114,67
Nizké C3 0,523 0,64 0,05 9,88
Pozitivita anti- dsSDNA 0,351 0,38 0,02 6,48
SLEDAI>12 0,508 1,95 0,14 114,67
Veék nad 25let 0,352 0,38 0,02 6,48

Tab.10: Predikce terapeutického vystupu na konci sledovani.

CI, konfidencni interval; NR, non-response, t.j. nepritomnost odpovédi; OR, odds ratio;
SLEDALI, Systemic Lupus Erythematosus Activity Index.

3.2.2.5. Doba dosaZeni odpovédi na terapii
Zajimalo nés, zda maji anti-mCRP vliv na dobu dosazeni remise, ptredpokladali bychom
prodlouzenou dobu aktivity onemocnéni. Mezi skupinami (anti-mCRP pozitivnimi vs
negativnimi) nebyl rozdil, co se ty¢e doby dosaZeni alespon parcidlni odpovédi: (median
(25%-75%) 10,5 (2,95-21,35) vs 14 (5-36) mésict, p=0,12.
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3.3. Diskuze K prvni ¢asti prace

Vyskyt anti-mCRP protilatek byl popsan jiz nékolika skupinami autorti, nej¢astéji u pacientl s
diagnostikovanym SLE [117, 142, 165]. Byly ale nalezeny naptiklad u primarni biliarni
cirhdzy [117] a nejnovéji i u chronické virové hepatitidy C [166].

Prevalence anti-mCRP se u pacienti se SLE se vriznych studiich liSi, popsana byla
v rozmezi od 23 % do 78 % [117, 136, 142, 143, 147]. Zalezi na spektru pacientti, obecné
byva prevalence vyss$i u pacientii s aktivnéj$im a zejména rendlnim postizenim. U celého
souboru nasich pacientl s LN (s aktivnim onemocnénim i remisi) byla prevalence 26,3 % (tj
pfi dolni hranici vySe uvedeného rozpéti). U pacientl s aktivni nefritidou vSak byla
prevalence vyrazné vyssi - 44,8 %, coz je zcela v souladu s publikovanymi vysledky Sjowalla
a kol. [135]. Znac¢né Siroké rozmezi publikovanych prevalenci anti-mCRP miize byt rovnéz
zpusobeno tim, ze toto vySetfeni neni zatim rutinn€ pouzivano a k dispozici neni Zadny
referenéni material. Referencni meze, které si stanovuji jednotliva pracovisté sama, se tedy
mohou vyrazng li$it. My jsme za horni hranici referenéniho rozmezi povazovali 95. percentil
V kontrolnim souboru 122 zdravych dobrovolnikli. Obdobny postup zvolila 1 dalsi pracovisté
[135, 143].

Renalni aktivitu SLE Ize v soucasné dob¢ stanovit n¢kolika zpisoby. Jako nejpiesné;si
se jevi mikroskopické vySetfeni vzorku ledviny s posouzenim aktivity a chronicity, kde je
dobfte patrny vyvoj zmén po terapii. Toto invazivni vySetieni vSak s sebou nese zna¢na rizika
pro pacienta. Rutinné vysetfované sérové ukazatele mohou byt pfi posuzovani aktivity LN
piinosné, sledovany jsou zejména protilatky anti-dsDNA, slozky komplementu C3 a C4 a
novéji i anti-Clq protilatky. Ani tyto ukazatele nelze povazovat za zcela postacujici, a tak se
nemalé usili vénuje hledani dalSich markerd, které by pomohly monitorovat aktivitu
onemocnéni a predvidat jeho dalsi pribéh. Jednim z novych nadéjnych ukazatelli by mohly
byt pravé anti-mCRP protilatky. Jednim z cili nasi studie proto bylo posoudit vztah anti-
mCRP protilatek a aktivity LN (pfipadné vztah anti-mCRP a ostatnich markert aktivity LN).
Jiz nekolik desetileti se k diagnostice a sledovani aktivity SLE vyuzivaji anti-dsSDNA
protilatky, které bézn¢ nachazime v séru i v glomerulech pacientl s LN [167], a jejichz sérové
hladiny koreluji s aktivitou onemocnéni [168, 169]. V nasi studii nas zajimal vztah téchto
osveéd¢enych markerd onemocnéni a anti-mCRP. V souladu s pozorovanim ostatnich autori

[142] jsme nalezli zvySené hladiny anti-mCRP u pacientd s pozitivitou anti-dsDNA.
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Dalsim castym nalezem u pacientd s aktivitou SLE a LN je hypokomplementemie [99].
V souladu s publikovanymi pracemi jsme i v naSem souboru prokazali mirnou (avSak
statisticky velmi vyznamnou) inverzni korelaci anti-mCRP s hladinami C3 i1 C4 slozky
komplementu (rs=-0,501 a rs=-0,528, p<0,0001) [142]. Urcitou, na komplementu nezavislou,
roli anti-mCRP protilatek v patogenezi LN miZe naznaCovat fakt, 7e nebyla prokadzana
korelace mezi anti-mCRP protilatkami a anti-Clq. I toto pozorovani je ve shodé s jinymi
autory [135].

jsou vyznamné (vice nez tfikrat) zvySené u pacientii s aktivitou LN. U Zadného pacienta bez
renalni aktivity nemoci nebyly tyto protilatky zachyceny. Na zakladé predchozich vysledku se
zd4, ze anti-mCRP by mohly slouzit jako uzitecny marker aktivity. Tyto protilatky
pravdépodobné brani vazbé mCRP na Clq a faktor H a timto mechaniznem redukuji
clearance (zprostfedkovanou mCRP) bun¢k pozdni faze apoptdzy [134].

Pro mozné vyuziti anti-mCRP jakozto markeru aktivity onemocnéni (alesponn u té ¢asti
nemocnych u které byly zjistény) svéd¢i i pozorovani Sjowalla a kol. [135], ktefi
pozorovali pokles téchto protilatek u pacientl pii pfechodu do remise onemocnéni.

Domnivali jsme se, zZe by pacienti s proliferativnimi typy LN mohli mit vyS$§i hladiny anti-
mCRP. Tyto tfidy LN jsou spojeny s vétSim poskozenim glomerulli a horSi prognézou pokud
nejsou adekvatné 1éceny [22, 170]. Pfi porovnani jednotlivych typii LN jsme nenasli
statisticky vyznamné rozdily. Z toho vSak nelze tvofit definitivni zavéry, nebot’ ve skupiné
pacientl s neproliferativni LN bylo velmi malo jedinct. To bylo velmi pravdépodobné
zpusobeno tim, ze pacienti s neproliferativnimi formami, z divodu minimalnich laboratornich
nalezli, nebyvaji tak Casto bioptovani, a tedy i odhaleni.

Hladiny CRP v plazmé jsou u pacientti se SLE i pfes aktivitu onemocnéni nizké [138]. Dvod
téchto sniZzenych hladin je stile neobjasnény, zda se vSak, ze protilatky anti-mCRP na toto
nemaji vliv [136, 165]. V souladu s o¢ekavanim jsme v nasi studii nenalezli Zadny vztah mezi
CRP a hladinami anti-mCRP. Otazka snizeného CRP tak zlstava stale oteviena. Jednim
z nov¢ diskutovanych mechanismu je potlac¢eni tvorby CRP (tizené IL-6) v hepatocytech, za
kterym stoji [FNa [171]. Jinym diivodem muiZe byt zrychlena konverze CRP na mCRP [172].
MCRP se vaze na laminin a fibronektin, extracelularni proteiny glomerularni matrix, zde se
na n&j muzou navazat anti-mCRP [173]. V in vitro studiich bylo ukdzano, ze CRP a anti-
mCRP protilatky na bunéném povrchu indukuji pfi expozici makrofagim prozanétlivou
odpoveéd’ [174]. Je pravdépodobné, Zze se zde jedna o mCRP, ktery je vazany predev$im ve
tkanich [141]. Anti-mCRP tedy mohou interferovat s fyziologickou funkci mCRP
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V opsonizaci a odstraiiovani imunokomplext a jadernych fragmentli, redukovat clearance
bun¢k pozdni faze apoptdzy a tim se podilet na patogenezi LN [134, 135]. Navazané anti-
mCRP mohou aktivovat komplement a tim muize dochazet k dalsimu poskozovani tkani [175].
Kromé renalni aktivity nas zajimalo, zda by anti-mCRP mohly souviset s celkovou aktivitou
onemocnéni. V nasi studii jsme potvrdili, Zze anti-mCRP korelovaly s aktivitou celkového

onemocnéni SLE [135, 136, 142].

Krom¢ markert aktivity onemocnéni se dlouhodobé hledaji mozné prediktory odpovédi na
standardni terapii. Pfedvidanim reakce daného pacienta na 1ébu lze terapeuticky pfistup
modifikovat a zvysit tak Sanci na uspésnou 1é¢bu s minimalizaci vedlej$ich G¢inkd neucinné
terapie. Protilatky anti-mCRP by tento prediktivni potencial mit mohly, alespon to naznacuji
vysledky Sjowalla a kol., ktefi popsali vice neZ dvojnasobné riziko nepfiznivé terapeutické
odpovédi (potvrzené i opakovanou rendlni biopsii) u pacientd se vstupni anti-mCRP
pozitivitou [135, 176]. Navic pozorovali u jednotlivych pacientli pokles hladin anti-mCRP
Vv zavislosti na snizeni aktivity onemocnéni. Jejich soubor cital 38 pacienti s aktivni LN,
sledovanych po dobu primérné 8 meésicii. Tyto vysledky jsou velmi slibné, doba pozorovani
je vsak pomérné kratka. Hlavnim cilem nasi studie tudiZz bylo ovéfit, zda vstupni pozitivita
anti-mCRP miuze predikovat odpovéd’ na standardni 1é¢bu a zda jsme predikce schopni i
v del$im casovém horizontu. U naSich pacientli s nové¢ diagnostikovanou LN jsme proto
Vv zavislosti na vstupnich hladinich anti-mCRP hodnotili terapeuticky vystup po roce a dvou
letech sledovani a poté Cetnost relapsti v dal§im sledovani (median 5,9 let). Kromé& anti-mCRP
jsme testovali 1 dal§i mozné laboratorni ¢i klinické prediktory odpovédi.

Kupodivu nebyl po roce sledovani rozdil v odpovédi na terapii mezi vstupné anti-mCRP
pozitivnimi a negativnimi pacienty patrny (OR=1,76; p=0,368). To neni zcela v souladu
s vysledky Sjovalla a kol, které byly ziskany na pacientském souboru s velmi podobnou
klinickou charakteristikou [135]. Tato neshoda muze byt dana mensi velikosti naseho souboru
(25 vs 38), mirné delsi dobou sledovani (1 rok vs 8 mésicti), jinou ,,cut-off* hodnotou pro
posuzovani anti-mCRP pozitivity ¢i pouZzitim jinych kriterii pro hodnoceni odpovédi na
terapii [164]. Narozdil od zminéné prace Svédskych autorii jsme neprovadéli kontrolni
rebiopsii, jejiz provedeni povazujeme, z diivodu jiz dfive zminovanych rizik pro pacienta, za
neopravnéné.

V dalsi fazi naseho sledovani, po dvou letech terapie (t.j. az v prabéhu udrzovaci 1é¢by), jsme
identifikovali dva vyznamné nezdvislé prediktory. Pacienti, ktefi v prvnim roce na terapii

neodpovédeli, maji ve druhém roce zhruba desetkrat vyssi riziko nepfiznivého terapeutického
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efektu. Podobné riziko neuspéchu terapie s sebou nese i1 vstupni pozitivita anti-mCRP
protilatek. Je-li pacient nositelem obou rizikovych faktorli, musime u né&j pocitat s
padesatindsobnym rizikem selhani terapie v druhém roce. Takto silnd predikce nas vede ke
spekulaci, ze u pacientl s vstupni anti-mCRP pozitivitou, ktefi zaroven adekvatné neodpovi
na terapii v priabéhu indukéni terapie do jednoho roku, by mélo byt zvazeno zintenzivnéni
stdvajici terapie ¢i nasazeni alternativni, napt. biologické terapie.

Oproti silné predikci ve druhém roce, v prodlouzeném sledovani po dobu pfiblizn€ 6 let se
anti-mCRP protilatky nezdaly byt statisticky vyznamnym prediktorem pro vét§i mnozstvi
relapst (OR=5; p=0,092). Jednim z moznych divodii mohla byt i intenzivnéj$i 1écba pacientii
se Spatnou odpoveédi na indukéni 1éCbu a tim 1 suprese protilatek, které se prokazateln€ snizuji
po Uspésné terapii s navozenim odpovédi [135], pfili§ dlouha doba mezi stanovenim hladiny
anti-mCRP a vyhodnocenim odpovédi, nehomogenita pacientského souboru (doba sledovani
se pohybuje v rozmezi 3,6-8,1 roku), pfipadné i nedostate¢na velikost pacientského souboru.
Muzeme predpokladat, ze vysetfeni hladin anti-mCRP protilatek v pozdéjsi dobé (napt po
dvou letech od zah4jeni terapie) by mohlo tuto predikci vyrazné zlepSit. Jednad se vSak o
spekulaci, pro kterou nemdme dostatecné dikazy.

Dle naSich znalosti nikdo neprovadél studii s dlouhodobym sledovanim vlivu téchto protilatek
na vyvoj onemocnéni, proto jsou nase data v tomto smyslu unikatni. Velmi ptekvapivé je
identifikace nebyvale silnych prediktort ve druhém roce terapie.

Limitaci nasi studie byl mensi soubor pacientt, nicméné vzhledem k vzacnosti tohoto
onemocnéni je velmi nesnadné soubor vyrazné rozsitit. Déale pak absence rebiopsie, avSak pro
rizika spojena s vykonem je témét vylou€ené toto vySetfeni provadét bez dostatecného
klinického divodu. Vyhodné&jsi by bylo i analyzovat vzorky séra i1 v pribéhu sledovani, ta
jsme v8ak méli k dispozici jen u malé ¢asti pacientii. Vzhledem k velmi nad&jnym vysledkiim
této pilotni studie by v budoucnu bylo vhodné provést rozsdhlej$i (multicentrickou)
prospektivni studii, kterd by s definitivni platnosti potvrdila/vyvratila uzite¢nost anti-mCRP
protilatek v predikci odpovédi na terapii. Na jejim zdkladé by bylo mozno modifikovat
doporucené postupy pro terapii SLE.

Vyhodou bylo, ze byli pacienti bioptovani a vySetfeni na jednom pracovisti, nasledné pak
sledovani pouze na dvou pracovistich s podobnym terapeutickych postupem, moznosti

detailniho zkoumani pribéhu onemocnéni, a proto tedy dobie srovnatelni.
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3.4. Zavér:

V nasi praci jsme nalezli vyssi hladiny anti-mCRP protilatky u pacientd s aktivitou LN (26,78
vs 7,5, p=0,009). Zaroven korelovaly i saktivitou celkového onemocnéni SLE,
charakterizovaného SLEDAI (rs= 0,406, p=0,002).

Anti-mCRP byly vys$§i u pacientt s anti-dsDNA pozitivitou 31,6 AU (7,5-91,6) vs 7,5 AU
(7,5-57,8); p=0,007. Inverzné¢ korelovaly se slozkami komplementu C3 (rs = -0,509, p
<0,0001), stejné tak i C4 (rs = -0,528, p<0,0001). Nenasli jsme souvislost s proteiny akutni
faze.

Zasadnim nalezem bylo zjiSténi, ze pozitivita téchto protilatek vstupné pfedznamenava horsi
odpovéd” na 1é€bu po dvou letech standardni terapie, OR (95% CI)=13,7 (1,22-770,87);
p=0,014. DalSim rizikovym faktorem byla hor$i odpovéd’ na terapii v prvnim roce. Pfi
vySetfeni logistickou regresi pifitomnost jediného z vySe uvedenych rizikovych faktort
vyrazné zvysuje riziko neptiznivé odpovédi, OR (95%CI)=26,3 (2,2-308.7), p=0,0094. V
ptipadé, ze pacient ponese oba rizikové faktory, bude (ve srovnéni s pacientem bez rizikového

faktoru) celit vice nez padesatindsobnému riziku negativni odpovédi v druhém roce.
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4. U&innost dlouhodobé 1é¢by cyklosporinem A a pulsnim
cyklofosfamidem wu nemocnych s proliferativnimi formami
lupusové nefritidy. Vliv terapie na hladiny protilatek antiClq a

antinukleosomii-2.¢ast prace

4.1. Pacienti a metody

CYCLOFA LUNEje multicentrickd oteviena randomizovand kontrolovana studie
srovnavajici u¢innost a snasenlivost 1é¢by cyklosporinem A a pulsnim cyklofosfamidem u

pacientl s proliferativnimi formami LN (tfida III a IV).

Od ledna 2002 do prosince 2006, bylo v sedmi klinickych centrech v Ceské Republice a na
Slovensku, zafazeno 40 pacienti se SLE, spliujici kriteria ACR [162] a nové
diagnostikovanou proliferativni LN (biopticky prokazanou) dle WHO [24] ¢i ISN/RPS [25].
Zaroven pacienti v dob& zarazeni spliovali laboratorni aktivitu onemocnéni, jez byla
definovana jako alesponn 2 kriteria z nasledujicich: proteinurie >0,5g/den, mikroskopicka

hematurie nebo C3 hypokomplementemie. VEkova hranice pro zafazeni byla 18-50 let.

Pted zatfazenim do studie pacienti podepsali informovany souhlas. Studie byla schvalena

lokalnimi etickymi komisemi.
4.1.1. Vylucovaci kriteria

Zarazeni nemohli byt pacienti s pfedchozim uzivanim CFA ¢i CyA, nesméli byt léceni ani
jinou imunosupresivni terapii ¢i vyS$i davkou kortikosteroidii v pfedchozich 3 mésicich.
Dal$im z vyluCovacich kriterii byla perzistenzni elevace sérového kreatininu >140 pmol/l,
nekontrolovana hypertenze (TK >180/100) refrakterni na terapii, téhotenstvi ¢i kojeni,
cytopenie nemajici vztah k zakladnimu onemocnéni, dale koincidujici zavazna infekce,

maligni onemocnéni, zavazné jaterni onemocnéni a viedova choroba gastroduodena.
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4.1.2. Studijni protokol
Randomizace do pfislusnych vétvi studie probihala pomoci specidlniho pocitacového
programu, provadéném centralné v nepfetrzitém 24 hodinovém provozu. Randomizace byla

provedena do 48 hodin od provedeni rendlni biopsie.

Doba studijni 1écby trvala 18 mésicli, z toho 9 mésicii indukéni terapie a 9 mésicti udrzovaci

terapie.

vetev 1 — CFA: pacienti obdrzeli 8 pulzt i.v. (v davce 10 mg/kg) v obdobi 9 meésict
Vv prodluzujicich se intervalech (2x po 3 tydnech, 4x po 4 tydnech, 2x po 6 tydnech),
nasledovalo 4-5 p.o. pulzl (10mg/kg) v 6-8 tydennich intervalech.

vetev 2- CyA: byl podavan kontinuadlné p.o., v davce 4-5 mg/kg/den po dobu 9 mésicu.
Nasledn¢ byla davka snizena na 3,75-1,25 mg/kg/den po dobu dalSich 9 mésict.

Ob¢ vétve mély v kombinaci postupné se snizujici udrzovaci davku p.o. metylprednisolonu
podavanou po dobu 18 mésicii. Vstupni davka byla 0,8 mg/kg/den, béhem 8 tydnil se snizila
na 0,2 mg/den, od 3 mésice byla davka 12 mg/den, od 5 mésice 8mg/den, od 16 mésice 4

mg/den.

4.1.3. Cile studie
Primarnim cilem bylo navozeni remise onemocnéni na konci indukéni a udrZovaci faze
terapie.
Sekundarnim cilem byla incidence nezadoucich Uc¢inkti a dal§i obdobi bez exacerbaci

ledvinného onemocnéni.

4.1.4. Definice

Kompletni remise- hladina sérového kreatininu v normélnim rozmezi, se stabilnimi ¢i
zlepSenymi hodnotami oproti vstupnim a inaktivni moc€ovy sediment a normalni hodnoty
proteinurie (<0,3g/24h).

Odpovéd’ na terapii- hladina sérového kreatininu v normalnim rozmezi, se stabilnimi c¢i
zlepSenymi hodnotami oproti vstupnim a minimalné 50% redukce proteinurie, t.j. pod 3g/den,
pokud byla vstupné nefroticka, nebo < 0,5g/den, pokud nebyla vstupné nefrotickd a negativni

mocovy sediment nebo minimalné 25% zvyseni C3 hladiny komplementu.
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Selhani 1écby- definovano jako zhorSeni renalni funkce (zvySeni sérového kreatininu o 50
pumol/l) nebo perzistujici nefroticka proteinurie (>3,5g/den) nebo novy ¢i perzistuji nefriticky
syndrom, splitujici nejméné 3 z nasledujicich kriterii: 33% vzestup sérového kreatininu,
aktivni mocovy sediment, proteinurie >0,5g/den nebo C3 hypokomplementemie.

Relaps- byl hodnocen na konci udrzovaci faze (t.j. 18 mésicu terapie), definovan stejné jako
selhani 1é¢by s tim, ze podminkou bylo dosazeni odpovédi na terapii na konci indukéni faze.
V dlouhodobém sledovani byl relaps definovan jako nova rendlni aktivita onemocnéni
vyzadujici agresivnéj$i imunosupresivni terapii.

V dlouhodobém sledovani (po ukonceni studijniho protokolu) bylo rendlni zhorSeni
hodnoceno dvojstupniové. Jako vzestup sérového kreatininu o 50% ¢i vice nebo vice nez
sérového kreatininu zachyceno na konci obou studijnich fazi a soucasné pti obou kontrolach
po studii byla tato zména hodnocena jako trvala.

ESRD bylo definovano jako zhorSeni rendlni funkce vyzadujici ndhradu funkce ledvin

(dialyzu ¢i transplantaci).

4.1.5. Klinické a laboratorni testy

Nemocni podstoupili v pfedem stanovenych casovych tsecich nésledujici vySetieni:
pfed zahajenim 1écby, po 1,5 mésici, 3 mésicich, 4,5 mésicich, 6 mésicich, 9 mésicich, 12
mésicich, 15 mésicich a 18 mésicich, t.j.v dobé ukonceni studované 1écby.
Vysetfované imunologické testy zahrnovaly zjisténi pfitomnosti cirkulujicich autoprotilatek a
to antinuklearnich (ANA)-IF, anti-dsDNA (ELISA, Orgentec, Némecko) a hodnoty C3 a C4
komponent komplementu (nefelometricky, Siemens, USA) na naSem pracovisti — nebo jinymi
standardnimi laboratornimi metodami jednotlivych pracovist’.
V imunologické laboratofi FN Olomouc byly stanoveny anti-Clq ELISA metodou
(Buhlmann Laboratories, Svycarsko) a antinukleosomy (Organtec Diagnostica GmbH,
Némecko). Tato vySetfeni byla provedena dodate¢né ze vzorkii mrazenych sér.

Aktivita choroby klasifikovana vysetfujicim lékafem podle systému SLEDAI [163].

4.1.6. Bezpec¢nostni kontroly
U skupiny lécené CyA, byly sledovany jako testy bezpecnosti kontrolovany hodnoty
systémového krevniho tlaku, sérového kreatininu a plazmatickych metaboliti CyA za pouziti

vysokotlaké chromatografie (HPLC) s hodnotami mezi 100-150 ng/ml.
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U skupiny 1é¢ené¢ CFA, byly provadény kontroly krevniho obrazu a jaternich testl
vzdy pied a po intravendznim nebo peroralnim podani.
Zeny ve fertilnim v&ku byly b&hem 1é¢by zkoumanymi preparaty chranény hormonalni

antikoncepci.

4.1.7. Prodlouzené sledovani
Po ukonceni studijniho protokolu byla provedena dvé vyhodnoceni stavu pacientli, pomoci
dotaznikd zaslanych do jednotlivych klinickych center, a to v dubnu 2009 a dubnu 2012.

Analyzovéna byla data od pacientq, ktefi byli sledovani vice nez 5 let od randomizace.

4.1.7.1. Provedena vySetieni v prodlouZeném sledovani

Zajimaly nas parametry rendlnich funkei (hladiny sérového kreatininu, proteinurie, vysetfeni
mocového sedimentu)

Soucasti dotazniku bylo vyhodnoceni vysetieni dlouhodobého poskozeni organti v zavislosti
na zakladnim onemocnéni pomoci Systemic Lupus International Collaborating
Clinics/American College of Rheumatology Damage Index (SLICC/ARI DI).

Déle jsem vyhodnocovali nezddouci ulinky terapie: ESRD, umrti, maligni onemocnéni,
zavazna kardiovaskularni onemocnéni, komorbidity, zajimalo nis mnozstvi naslednych
téhotenstvi ¢i sterilita. Rovnéz byla zaznamendna dalS$i imunosupresivni terapie kterou

pacienti obdrzeli.

4.1.8. Statistické zpracovani
K porovnani mezi skupinami byl pouzit neparovy t-test v jednotlivych skupinach bylo
provedeno srovnani za pomoci parového t-testu. Kategorické proménné byly srovnany %2 a
Fisher exact testem. Kiivky preziti byly konstruovany pomoci Kaplan-Meierovy metody a
statisticky testovany log-rank testem. Pacienti vyfazeni béhem protokolu studie byli zatazeni
do analyzy ptezivani a Gi¢innosti 1éCby.
Porovnani protilatek u jednotlivych skupin pomoci Mann-Whitney rank sum testu.
V prodlouZzeném sledovani byla normélné rozloZzena data porovnana parovym t-testem, na

ostatni byl pouzit Wilcoxon rank sum test.

55



4.2. Vysledky

Ze 40 pacienttl, spliiyjicich vstupni a vylucovaci kriteria, bylo 21 pacienti randomizovano do

vétve 1écené CFA a 19 do vétve 1écené CyA. V tabulce €. 11, jsou uvedeny zakladni vstupni

charakteristiky pacientll z obou vétvi terapie.

Parametr CFA (n=21) CyA (n=19) p

Pohlavi - M/Z 6/15 5/14 1,00
Tiida LN - % 7/14 9/10 0,37
VEk (roky) 30+9 28+ 5 0,45
Sérovy kreatinin (umol/l) 83,8 +22.7 80,7 +22,5 0,66
Clearance kreatininu (ml/s/1.73m?) | 1,46 = 0,47 1,36 £ 0,42 0,50
Proteinurie/24 hr (g/l) 3,8+49 2,5+24 0,29
Sérovy albumin 29,6 £ 6,6 29,9 +£9,9 0,89
C3 slozka komplementu (g/1) 0,54 +£0,27 0,58 +£0,27 0,63
C4 slozka komplementu (g/1) 0,08 £0,04 0,06 + 0,03 0,17
Systolicky krevni tlak (mmHg) 127,1+ 17,3 128,5+ 12,1 0,77
Diastolicky krevni tlak (mmHg) 81,2+ 10,7 80,8 + 5,6 0,88
SLEDAI 199+79 19.3+4,5 0,76
Non-renalni SLEDAI 10,2 +7,1 9,7+3,7 0,79
Hematurie pfitomna/nepiitomna 16/5 14/5 0,85
Anti-dsDNA pozitivni/negativni 15/6 18/1 0,09
SniZzené C3/normalni C3 16/5 16/3 0,41
Snizené C4/normalni C4 16/5 16/3 0,41

Tab.11: Vstupni charakteristika pacientd, uvedeny jsou pramérné hodnoty+smérodatna
odchylka, ptevzato ze [177].

LN, lupusova nefritida; SLEDAI, Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index.

Béhem studie bylo ze studie vyfazeno 5 pacientd, z toho v pribéhu prvnich 9 mésicii terapie 2
pacienti. Jeden pacient byl z vétve 1écené CFA pro rychle se zhorSujici rendlni insufucienci,
progredujici do ESRD. Druhy pacient byl z vétve CyA, laboratorné¢ doSlo ke zhorSeni
proteinurie, mocového sedimentu, bylo podezieni na non-compliance s 1écbou. Béhem
udrzovaci faze byli vyfazeni dalsi 3 pacienti, vSichni z vétve CFA. Dva pacienti pro nefriticky
relaps s nutnou upravou medikace, jeden pacient pro akutni projevy neurolupusu s nutnou

intenzifikaci terapie.

V prvni ¢asti dlouhodobého sledovani (duben 2009) jsme obdrzeli dotaznik s informacemi o

38 pacientech, v dalsi fazi (duben 2012) jsme ziskali detaily o pribéhu onemocnéni o 36
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pacientech. Ze 4 ztracenych pacientli jsme od 2 méli informace pokryvajici dobu 5 let od

randomizace, tedy jsme s nimi pocitali i v dlouhodobém sledovani.

Déavka CyA musela byt redukovéana u 3 pacientii z diivodu ptechodného zhorsSeni rendlnich
funkci. U dvou pacientti bylo nutno podat vyssi ddvky metylprednisolonu 1.v. pro extrarenalni
aktivitu. Davka metylprednisolonu byla u ostatnich pacientl v rozmezi povoleném

protokolem.

4.2.1. Odpovéd’ na terapii

Na konci indukéni faze na terapii odpovédélo 11 pacientli z CFA a 8 pacientli z CyA vétve.
Kompletni renalni remise dosdhlo 5 pacienti v kazdé vétvi. Na terapii neodpoveédélo 7
pacienti z CFA a 3 pacienti z CyA vétve, mezi skupinami nebyly statisticky vyznamné
rozdily. Tti pacienti z CFA vétve a 7 pacienti z CyA nesplnili kriteria pro dobry ani Spatny
vystup.

Na konci udrzovaci faze terapie odpoveédélo na terapii 8 pacientli z CFA vétve a 11 z CyA
vétve, kriteria pro remisi splilovali 3 pacienti z CFA a 7 pacientli z CyA vétve. Lécba selhala
u 7 pacientl z CFA a 3 pacientd z CyA vétve. Sedm pacientti z CFA a 5 pacientli z CyA
nesplnili kriteria pro odpovéd’ ani selhani 1écby. Piehled vystupti terapie je v tabulce €. 12.

Na konci indukéni faze bylo ve skuping 1é¢ené CFA vyznamné zlepSeni sérového kreatininu
(p=0,02). Na konci udrzovaci terapie tento rozdil jiZ vyznamny nebyl. Naopak ve vétvi 1écené
CyA me¢lo vice pacientti absenci proteinurie na konci studijniho protokolu (p=0,02). Vysledky

jsou uvedeny v tabulce €. 13.
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9 mésici 18 mésicii

CFA |CyA CFA |CyA
Parametr (n=21) |(n=19) |p (n=21) |(n=19) |p
Remise 5 5 0,86 3 7 0,15
Odpovéd (Response) 11 8 0,52 8 11 0,21
Splnéné kriterium pro remisi i
odpoveéd
- stabilni/zlepSeny sérovy kreatinin | 18 9 0,02 12 11 0,96
- 50% pokles proteinurie* 13 16 0,24 11 14 0,16
- proteinurie < 0,3g/den 8 13 0,06 8 14 0,02
- inaktivni mocovy sediment 12 15 0,19 14 15 0,49
- normalni/zlepSena hladina C3 18 15 0,57 16 16 0,53
Selhani 1écby 7 3 0,28 6 3 0,46
Splnéné kriterium pro selhani 1écby
- sérovy kreatinin (vzestup > 50
umol/1) 1 0 1,00 2 1 1,00
- proteinurie > 3,5 g/24h 2 0 0,49 2 1 1,00
- perzistentni nefriticka aktivita** 4 3 1,00 4 1 0,34

Tab.12: Terapeutické vystupy

Pacienti jez dosahli remise, jsou zdroven zahrnuti v poloZce odpoveéd na terapii; 3 a 7
pacientll z CFA skupiny a 8 a 5 pacientli z CyA skupiny nesplnili v 9 a 18 mésicich 1écby
kriteria ani pro odpovéd’, ani pro selhani 1€cby. Z téch co odpovédeli na 1é€bu v 9 mésicich, u
vétve CyA Zadny nemél rendlni relaps v 18 mésicich, 2 pacienti z vétve CFA méli rendlni
relaps.

* pokles na hodnoty pod 3g/den pokud vstupné nefrotickd nebo < 0.5g/den pokud nebyla
vstupné nefroticka

** definovano jako jakéakoliv 3 kritéria z nasledujicich: 33% vzestup sérového kreatininu,
mikroskopickd hematurie, proteinurie > 0.5g/den, nizka C3 sloZzka komplementu

CFA, cyklofosfamid; CyA, cyklosporin A.

4.2.2. Dynamika laboratornich zmén v pribéhu terapie
4.2.2.1. Vyvoj renalnich parametri
V pribéhu prvnich Sesti tydnt proteinurie poklesla a hladina sérového albuminu vzestoupila v
obou studijnich vétvich. Po 3 mésicich se clearance kreatininu se zlepSila pouze ve vétvi
1é¢ené CFA (p=0,006). Ve stejné dob¢ hladina sérového kreatininu vzestoupila ve skupiné
1é¢ené CyA, po této dobé jiz byla zvySena pouze nesignifikantné. Zmény jsou zobrazeny

graficky na obrazku ¢. 12.
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Na konci indukéni faze byla primérna hladina sérového kreatininu signifikantné sniZzena a
glomerularni filtrace zvySena ve vétvi 1éené CFA. Ve skuping 1é¢ené CyA byla snizena v

tomto ¢asovém horizontu snizena signifikantné proteinurie. Viz tabulka ¢. 13.

Parametr vstupné 9 mésici 18 mésici Follow-up
Sérovy kreatinin (umol/l)

- CFA skupina 83,8+22,7 75,5£13,9 84,0+£21,57 |78,0+18,4
- CyA skupina 80,7+22,5 88,2+20,1 86,7+24,0 70,9+8,8
-p 0,66 0,03 0,72 0,14
Glomerularni filtrace (ml/min/1.73m?)*

- CFA skupina 86,9+24.9 94,5+23,6 85,6+22,1 92,8+23,6
- CyA skupina 91,2424.6 79,6£19,7 84,2+28.3 98,9+16,9
-p 0,59 0,04 0,88 0,38
Proteinurie/24 hr (g/l)

- CFA skupina 3,8+4.9 1,03+1,24  |1,4142,8 1,73+4.8

- CyA skupina 2,5£2,4 0,20+0,19 0,41+0,89 1,15+3,73
-p 0,29 0,01 0,19 0,68
Hematurie (pfitomna/nepfitomna)

- CFA skupina 16/5 (76%) |9/11 (45%) |7/10 (41%) |5/14 (26%)
- CyA skupina 14/5 (74%) |4/14 (22%) |4/14 (22%) | 4114 (22%)
-p 0,85 0,18 0,29 0,77

Tab.13:Laboratorni hodnoty pacientt, rozdéleno do skupin dle obdrzené terapie

*MDRD (Modification of Diet in Renal Disease).
CFA, cyklofosfamid; CyA, cyklosporin A.

Vyvoj hladin sérového kreatininu, clearance kreatininu, sérového albuminu, proteinurie a
porovnani jednotlivych skupin je graficky znazornéno na obrazku ¢. 12. Na konci indukéni
terapie, pii porovnani obou skupin, nebyl rozdil v hladindch slozky komplementu C3. Stejné
tak se neliSily ob¢ skupiny v poctu pacientd s hladinami C3 v normélnim referen¢nim rozmezi
na konci obou f4zi sledovani.

Nebyl rozdil mezi skupinami co se tyce poctu pacientl s anti-dsSDNA negativitou na konci 9 a

18 mésice sledovani.
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Obr.12: Srovnani vyvoje hladin sérového kreatininu, clearance kreatininu, sérového albuminu,
proteinurie a systolického krevniho tlaku u jednotlivych 1é¢ebnych skupin. Doba pieziti bez

relapsu.
*statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)

CyA,cyklosporin A; CPH, cyklofosfamid.
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4.2.2.2 Vyvoj hladin anti-c1q a antinukleosomii

Mezi obéma vétvemi studie (CFA vs.CyA) nebyl statisticky vyznamny rozdil, co se tyce

vyvoje hladin protilatek anti-C1q, vstupné 169,1 vs 201,9 IU/ml, po 9 mésicich terapie 142,8

vs 136,8 IU/ml, po 18. mésicich 1écby 167 vs 169 IU/ml, grafické znazornéni je na obrazku ¢.

13.
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Obr. 13: Vyvoj hladin anti-C1q Vv jednotlivych terapeutickych vétvich

CyA, cyklosporin A; CFA, cyklofosfamid.

Dale byly méteny hodnoty antinukleosomt, vstupné 80,6 vs 131,1 IU/ml, po 9 mésicich

terapie 82,0 vs 100,7 IU/ml a po 18 mesicich 88,6 vs 120,8 IU/ml, ani zde nebyl mezi

skupinami vyznamny rozdil. Viz obrazek ¢. 14.
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Obr. 14: Vyvoj hladin antinukleosomil v jednotlivych terapeutickych skupinach.
CFA, cyklofosfamid; CyA, cyklosporin A.

Byla nalezena korelace mezi hladinami anti C1q a antinukleosomy (rs =0,68; p<0,001).

4.2.3. Nezadouci ucinky terapie

Jednou z nasich hypotéz bylo, ze terapie CyA bude méné toxicka nez CFA.

U 3 pacientil Ié¢enych CyA byla pozorovana piechodné elevace sérového kreatininu, ktera se
upravila po sniZzeni davky léku. Dale bylo pozorovano piechodné zvySeni systolického
krevniho tlaku ve skupiné lécené CyA oproti CFA, jeZ je znadzornéno na obrazku ¢. 12. Tento
vzestup byl statisticky vyznamny v dobé€ od 6 tydni do 4,5 mésict od zacatku 1écby, po pil
roce 1é€by hodnoty krevniho tlaku poklesy na vstupni hodnoty a nebyl rozdil mezi obémi
sledovanymi skupinami. Krevni tlak byl korigovan antihypertenzni medikaci u vSech
pacientll. V prabehu studie bylo mnozstvi antihypertenziv vyssi ve skupiné lécené CyA (1,5
vs 0,7 antihypertenziv/osobu, p=0,7), jinak rozdil nebyl ani pied 1é€bou ani po 1écbé. U
jednoho pacienta z vétve CyA byly pozorovany generalizované kiece (3 dny po zahdjeni
1é¢by). U jiného pacienta z této skupiny byla pozorovana tranzienzni ischemicka ptihoda (3
meésice od zahdjeni terapie). Oba pacienti zlstali bez nasledkii. Tyto piihody nebyly
povazovany za spojené s terapii. Incidence infekénich komplikaci a leukopenie byly

srovnatelné v obou skupinach. Ve skupiné 1écené CFA byl popsan jeden ptipad perzistentni
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amenorhey. Zadny pacient nemél hemoragickou cystitidu. Prehled nezadoucich uéinkd je

obsazen v tabulce ¢. 14.

CFA CyA

Parametr n (%) n (%o)
Umrti 0 (0%) 0 (0%)
Leukopenie 4 (20%) 2 (11%)
Alopecie 1 (5%) 0 (0%)
Hirsutismus 0 (0%) 1 (5%)
Zvyseny krevni tlak 6 (29%) 10 (53%)
Amenorhea 1 (5%) 0 (0%)
Piechodné zvyseni sérového kreatininu 0 (0%) 3 (16%)
Herpes zoster 2 (10%) 1 (5%)
Mocova infekce 1 (5%) 1 (5%)
Sepse 1 (5%) 0 (0%)
Perianalni absces 0 (0%) 1 (5%)
Tranzitorni ischemicka ataka 0 (0%) 1 (5%)

Tab.14: NeZzadouci u€inky, zahrnuti pacienti s minimalné jednim nezadoucim ucinkem.

CFA,cyklofosfamid; CyA, cyklosporin A.
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4.2.4. ProdlouZené sledovani
Primérnd doba sledovani byla 7,7 let (rozmezi 5-10,3), sledované parametry se signifikantné

nelisily mezi jednotlivymi skupinami. Data z dlouhodobého sledovani shrnuje tabulka ¢.15.

Parametr vSichni (n=38) | CFA (n=19) |CyA (n=19)
Vek (roky), praimér (smérodatna odchylka) 39 (10) 37 (5) 38 (8)

zeny, n 27 (71) 13 (68) 14 (74)
Follow-up (roky), median (rozmezi) 7.7 (5.0-10.3) |7.4(5.0-9.7) |8.3(5.3-10.3)
50% zvyseni koncentrace sérového kreatininu |5 (13) 3 (16) 2 (11)
Zdvojeni sérového kreatininu 2 (5) 1 (5) 1 (5)
Setrvalé zdvojeni sérového kreatininu 2 (5) 1 (5) 1 (5)
Terminalni renalni selhani 2 (5) 1 (5) 1(5)
Soucasna hladina sérového kreatininu (umol/l) | 67 (19) 71 (23) 63 (15)
Soucasna hodnota proteinurie (g/24h) 0.4 (0.6) 0.5 (0.5) 0.4 (0.7)

Tab. 15: Renalni vystup ve dlouhodobém sledovani, Pfevzato z [178].

Vyjadieno v absolutnich poctech pacientti (%), pokud neni uvedeno jinak. Pacienti, jez splnili
kriteria pro termindlni rendlni selhdni jsou zapocitani i v polozkach s mirnéjSim renalnim
postizenim. Primérny vék v dlouhodobém sledovani je vypocten k dobé jejich posledni
navstévy (38 pacientll). Median sledovani je vypocten ke dni posledni navstévy (38 pacientt).

CFA,cyklofosfamid; CyA, cyklosporin A.

V kazdé skupiné byl jeden pacient s ESRD, oba podstoupili GispéSnou transplantaci ledviny.
Jak je patrno v tabulce ¢. 16, oba pacienti s ESRD nedokon¢ili protokol studie. Prvni z nich (z
vétve CFA) byl vyfazen ze studie v 6 tydnu terapie pro rychlou progresi rendlni insuficience.
Druhy pacient z CyA vétve byl vyloucen ze studie po 6 mésicich pro zhorSeni mocovych

nalezll a zejména pro suspekci na non-compliance s 1é¢bou.

Pacienti dokoncivsi Pacienti nedokoncivsi
protokol studie protokol studie
CFA CyA Celkem |CFA CyA Celkem
(n=17) |[(n=18) |(n=35) [(n=4) |(n=1) |(n=5)
Pacienti s dostupnymi daty 15 18 33 4 1 5
50% zvySeni koncentrace
sérového kreatininu 1 1 2 2 1 3
Zdvojeni sérového kreatininu |0 0 0 1 1 2
Setrvalé¢ zdvojeni sérového
kreatininu 0 0 0 1 1 2
Termindlni renélni selhani 0 0 0 1 1 2

Tab.16: Rendlni vystupy na konci dlouhodobého sledovéni, pacienti co dokoncili versus
nedokoncili protokol studie. Pfevzato z [178]

Vyjadieno v absolutnich poctech pacientii. Pacienti s terminadlnim renalnim selhanim jsou
zahrnuti i do kategorii s mirngjS$im renalnim postizenim.

CFA, cyklofosfamid; CyA, cyklosporin A.
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Vétsina pacientd se jesteé v dobé prodlouzeného sledovani 1€cila alespon kortikoidy, néktefti i
kombinovanou imunosupresivni 1écbou, jak je zndzornéno v tabulce ¢. 17. Po dokonceni
studijniho protokolu ¢i po vylouceni studie v pribéhu protokolu obdrzeli pacienti median 1
imunosupresivni latku. Na konci sledovani bylo 47% pacientli z CFA vétve vs 68% z CyA
vétve 1éceno antihypertzenzni terapii. Ve vétSiné piipada (53% vSech pacientll) se jednalo o
inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACEI) ¢i blokatory receptoru pro angiotenzin
IT (ARB). Nebyl rozdil mezi skupinami v chronickém poskozeni organti hodnoceno SLICC

Dl.

Parametr vSichni (n=38) CFA (n=19) CyA (n=19)
Probihajici terapie glukokortikoidy 27 (71) 14 (74) 13 (68)
Probihajici imunosupresivni terapie 19 (50) 9 (47) 10 (53)
Probihajici antihypertenzni terapie 22 (58) 9 (47) 13 (68)
V mezidobi dostal imunusupresovni

terapii 25 (66) 13 (68) 12 (63)
MMF* 7 (18) 4 (21) 3 (16)
AZA* 16 (42) 7 (37) 9 (47)
CyA* 8 (21) 3 (16) 5 (26)
CFA* 7 (18) 5 (26) 2 (11)
RTX* 1(3) 1(5) 0 (0)
Pulzy metyprednisolonu* 6 (16) 4 (21) 2 (11)
Umirti 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Malignity 2 (5) 0 (0) 2 (11)
Kardiovaskularni onemocnéni 1(3) 1(5) 0 (0)
Pred¢asna menopauza** 1(4) 1(8) 0 (0)
Té&hotenstvi** 9 (33) 6 (46) 3(21)
Soucasny SLICC DI (median, IQR) 0.0 (1.0) 0.0 (1.0) 0.5 (1.0)

Tab.17: Lécba, non-rendlni vystupy a chronické poskozeni v dlouhodobém sledovani.
Pfevzato z [178].

Cisla jsou absolutni poéty pacientli (%), ztéch co maji dostupna data z dlouhodobého
sledovani, pokud neni urceno jinak.

*terapie uzita po ukonceni studijniho protokolu
**od ukonceni studijniho protokolu, % pouze v Zenské ¢asti pacientii

MMF, mykofenolat mofetil; AZA, azathioprin; CyA, Cyklosporin A; CFA, Cyklofosfamid;
IOR, 25 az 75 percentil; RTX, Rituximab; SLICC DI, Systemic Lupus International
Collaborating Clinics Damage Index.
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U dvou pacientli z CyA skupiny byla zjisténa malignita. Jednalo se o maligni melanom, bez
generalizace (5 let od randomizace), v druhém ptipad¢ §lo o duktalni karcinom mammy (8 let
od randomizace). V CFA skupin¢ byl popsan jeden ptipad pfedéasné menopauzy a jednou $lo
o tranzitorni ischemickou ataku. Nebyl rozdil mezi skupinami V renalnich a non-renélnich

bezpecnostnich vystupech.
4.3. Diskuze k 2. ¢asti prace

CYCLOFA LUNE byla prvni randomizovanou studii vyuzivajici CyA jako terapii prvni
volby v indukci remise u pacientl s proliferativnimi formami LN (t¥ida III a IV). Diive se
lé¢ba CyA objevila v randomizovanych studiich v jinych indikacich, napf. u membranozni
LN [155] nebo jako udrzovaci terapie difuzni LN [179]. N&které skupiny, véetné nasecho
pracovisté, publikovaly jiz difive data o pacientech s LN a touto terapii v ramci

nerandomizovanych studii [180-183].

V nasi studii byl CyA minimaln¢ stejné tak ucinny jako CFA co se ty¢e navozeni a udrzeni

odpovédi, resp. remise.

Ve skupiné 1é¢ené CyA jsme na konci induk¢ni faze pozorovali pfechodné zhorSeni renélnich
parametri (vzestup sérového kreatininu, pokles GFR). Tento nalez byl celkem nepiekvapivy
vzhledem ke znamému vasokonstrikénimu G¢inku CyA na renalni arterie, a tim zpisobenym
vzestupem krevniho tlaku a poklesu renalnich funkci [184]. AvsSak po snizeni davek CyA
V udrzovaci fazi terapie jiZ tato deteriorace renalnich funkci nebyla pozorovana. Navic pouze
jeden pacient z vétve CyA a 2 pacienti z CFA skupiny mé&li zhorSeni sérového kreatininu o

vice nez 50 pmol/l.

Na konci indukéni faze byla primérnd proteinurie signifikantné nizsi v CyA skupiné a témét
2x vice pacientil z CyA vétve dosdhlo na konci indukce normdlnich hodnot proteinurie
v porovnani s CFA skupinou (p=0,06), na konci udrzovaci faze pak vétSina pacientli z CyA
méla absenci proteinurie (p=0,02). I kdyZ je nutné podotknout, ze ve skupin¢ lé¢ené CFA

byly vstupni hodnoty proteinurie nesignifikantné vyssi.

Nebyl rozdil mezi skupinami ve vyvoji hladin sledovanych protilatek, anti-Clq a
antinukleosoml, které na konci indukéni fdze v obou skupinach poklesly, na konci sledovani

opét vzestoupily. Zda se, Ze zvoleny typ imunosupresivni terapie na vyvoj protilatek nem¢l

66



vliv. V této studii jsme nepotvrdili nalezy jinych autoru, ktefi pozorovali snizeni hladin anti-

Clq pfi snizeni aktivity onemocnéni [111].

CyA byl podobné efektivni jako CFA co se tyce zlepSeni nalezti mocCového sedimentu,
sérového albuminu a ovlivnéni serologickych markerti. Tato velmi slibnd data se potvrdila i
V dlouhodobém sledovani, nicméné tam vzhledem k nedostate¢né regulaci terapie
(retrospektivni sledovani) nelze vyloucit urcité zkresleni vystupt. Zajimavé by bylo jesté delsi

sledovani k posouzeni dlouhodobé suprese renalni aktivity onemocnéni.

Navzdory nasSim ocekavanim se nezdalo, ze by terapie CyA byla spojena s mensim
mnozstvim nezddoucich ucinkll. Nicméné nés soubor pacientii byl pravdépodobné pfili§ maly
k dosazeni takovych zavéru. Jak jsme piedpokladali, ve skuping 1é€ené CyA bylo pozorovano
ve vetsim mnozstvi zvySeni krevniho tlaku s nutnosti uzivani intenzivnéjsi antihypertenzni
terapie. Toto bylo pozorovano zejména v prvnich mésicich terapie, kdy byly davky CyA
nejvyssi. Déle pak byl popsan po jeden piipad transientni ischemické ataky a jeden ptipad
generalizovanych kieci, které sice nebyly pfipisovany terapii CyA, ale teoreticky mohou byt
zpusobeny endotelovym poskozenim vyvolanym CyA ¢i elevaci krevniho tlaku. Vice

pacientl vstupné 1écenych CyA bylo az do posledni kontroly 1é€eno antihypertenzni terapii.

Relativné nizka frekvence nezadoucich uc¢inkd zptisobenou toxicitou CFA mohla byt
zpiisobena nizsi davkou CFA v porovnani s ddvkami uzivanymi dle protokold NIH (National
Institute of Health) [151] a rovnéz byli vylouceni pacienti s pfedchozim uzivanim CFA, coz
gonadotoxicity CFA a vyskytu SLE a LN pfedevSim v populaci mladych Zen
Vv reproduktivnim véku [185]. Nicméné v nasem dlouhodobém sledovani méla pied¢asnou
amenorheu pouze jedna pacientka z této skupiny a dokonce vice pacientek po dokonceni
protokolu otéhotnélo ve vétvi CFA. Zajimavé je, ze obé popisované malignity se vyskytly ve

vétvi 1écené CyA.

Béhem studie Zadny pacient nezemiel. AvSak na konci sledovani neméme informace o 4

pacientech. Incidence leukopenie a infekénich komplikaci se neliSila mezi obémi skupinami.

V dlouhodobém sledovani jsme posuzovali 1 kumulativni chronické poskozeni, které bylo

pomérne malé a mezi skupinami se nelisilo.
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K posouzeni odpovédi na terapii jsme 40 pacientd vyhodnocovali v dlouhodobém sledovani
pocet relapst a dlouhodoby renélni vystup. Mezi skupinami nebyl rozdil, co se tyce frekvence
relapst, v analyze pteziti - doby bez relapsu, nebyl rozdil ani renalnimi parametry. Déle jsme
sledovali nasledujici terapii, po ukonceni protokolu, ani zde nebyly odliSenosti v terapii, ani
v davkach kortikoidi. Relapsy byly vétSinou lé¢eny zvySenim davek kortikoidt anebo i.v.
pulsy CFA, fid¢eji MMF ¢i CyA. I kdyZ se mezi skupinami terapie nelisily, je mozné, ze

vybér terapie mél na vysledek vliv.

Ptesto, ze zadny z rozdili mezi skupinami nebyl signifikantni, se zda, Ze nase data podporuji
vystupy studie Euro-Lupus [186], ktera povazuje terapii niz§imi davkami CFA za relativné

bezpecnou.

Dalo by se fici, Ze jednou z limitaci nasi studie bylo omezené spektrum pacientll. Zarazeni
byli pacienti pfevazné bilé rasy, majici maximalné mirnou renalni insuficienci. Tato restrikce
byla provedena z divodu potencialni renalni toxicity CyA. Laboratorni vySetfeni byla
provadéna v jednotlivych zOc€astnénych centrech, proto byla data mezi sebou hife
srovnatelna, pro rozdily v metodice, byla néktera vySetfeni hodnocena semikvatitativné (napf.
anti-dsDNA, vysetfeni mocového sedimentu). Hodnoceni dlouhodobého vystupu bylo
provadéno retrospektivné aproto mohlo byt ovlivnéno terapii, kterd nebyla po ukonceni
studijniho protokolu jasné¢ definovéna. Studijni protokol byl vytvoten v roce 2000, proto
definice vystupii nasi studie, inspirované kriterii dle Boumpase [187], neodpovidaji
soucasnym doporucenim renomovanych revmatologickych a nefrologickych spole¢nosti.
NaSe kriteria byla pomérné piisna, co se tyce definovani remise, kde byla vyzadovana
naprosta normalizace moc¢ového nalezu, mirn€jsi bylo hodnoceni odpovédi na terapii spliujici
alesponi ¢astené zlepSeni nékterych parametrti (proteinurie, moc¢ového sedimentu, slozky C3

komplementu).

Jistou nevyhodou mohlo byt i alternativni podavani p.o. CFA pulzil v udrZovaci fazi terapie,

coz ziejmé neni tak ucinné jako i.v. forma.

Déale dlouhodobé hodnoceni bylo provedeno retrospektivné, ve dvou casovych prufezech,

lepsi variantou by jisté bylo dlouhodobé prospektivni sledovani.
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4.4, Zavér:

V této randomizované studii se 40 zafazenymi pacienty s proliferativnimi formami LN,
kavkazské rasy, byl v dosazeni primarnich i sekundarnich cili CyA podobné efektivni jako
CFA. Je ziejmé, ze terapie CyA by neméla byt pouzivana u pacienti s arteridlni hypertenzi a
pokrocilou renalni insuficienci. Zda se, ze terapie CyA muzZe byt srovnatelnou alternativou
pro terapii proliferativnich forem LN, zejména pak tam, kde jina 1écba je nevhodna4, i selhala.
V dlouhodobém sledovani byl pomérné maly zachyt zavaznych nezadoucich Gc¢inki terapie a
nebyl rozdil v jejich vyskytu mezi skupinami. Nebyl rozdil mezi skupinami ve vyvoji hladin
komplementu, vybranych autoprotilatek, t.j.anti-C1q a antinukleosomt, je zde naznacen trend
k poklesu protilatek po terapii, ale pfesto u vétSiny pacientl zustavaji hladiny protilatek

elevované. Zda se, ze vybér imunosupresivni terapie na jejich dynamiku nemél vliv.
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